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RESUMO

No Brasil ha duas familias de coniferas nativas, a Podocarpaceae e a
Araucariaceae, o Podocarpus lambertii € a Araucaria angustifolia, respectivamente
sdo representantes destas familias. Sao espécies originarias da Floresta Ombrofila
Mista, que atualmente conta com aproximadamente 2% de sua area original. O
objetivo geral deste trabalho foi avaliar as sementes de P. lambertii submetidas a
criopreservagao e compreender os aspectos da propagacao vegetativa tanto do P.
lambertiicomo da A. angustifolia. Consequentemente, os objetivos especificos
foram: avaliar o tamanho, a anatomia, composicdo quimica e germinagdo das
sementes de P. lambertii apOs a desidratagdo, criopreservagéo e descongelamento;
Desenvolver uma metodologia para a propagacgao vegetativa do pinheiro bravo (P.
lambertii) via estaquia; Descrever o comportamento morfolégico e o tropismo dos
ramos secundarios de A. angustifolia propagados por enxertia e estaquia e avaliar as
brotacbes de matrizes enxertadas de A. angustifolia mantidas em jardim clonal, ap6s
poda. Sementes de P. lambertii recém colhidas e desidratadas e criopreservadas por
diferentes periodos e descongeladas de duas formas: a rapida (3 min) e a lenta (30
min). Na definicao do protocolo de estaquia, foram testadas 4 concentragcbes de AIB
(0, 500, 1000 e 2000 mg L") e mais uma solugdo hidroalcoodlica e trés tipos de
estacas: de 5 cm (primeiro e segundo segmento nodal) e de 10 cm de comprimento
nas 4 estacdes do ano. Propagulos de grimpas foram retirados de uma matriz adulta
e foram submetidos a enxertia e estaquia e avaliando o habito de crescimento e
morfologia. Para avaliagdo do potencial de producado de brotacbes de A. angustifolia
foi feito um corte acima da area enxertada e avaliado o numero e altura das
brotacdes a cada 30 dias durante 6 meses, em duas matrizes diferentes: a Kaiova e
a Multiflora. Conclui-se que a criopreservacado € uma alternativa para a conservagao
ex situ de P. lambertii; A utilizacdo de AIB nao tem influéncia no enraizamento de P.
lambertii; Os resultados apontam diferengas marcantes na morfologia das grimpas
de A. angustifolia enxertadas e enraizadas; Estacas de ramos secundarios
permanecem vivas ap6s 11 anos, com crescimento plagiotropico e rasteiro
necessitando de tutoramento. A quantidade de brotagbes, altura e diametro,
evidenciam a alta capacidade de producéo de propagulos em um jardim clonal, apds
0s seis meses da poda.

Palavras-chave: Pinheiro Bravo; Pinheiro do Parana; Conservacao; Enxertia;
Propagacéo Vegetativa;



ABSTRACT

In Brazil there are two families of native conifers, Podocarpaceae and
Araucariaceae; Podocarpus lambertii and Araucaria angustifolia, respectively, are
representatives of these families. They are species from the Mixed Ombrophilous
Forest, which currently has approximately 2% of its original area. The general
objectives of this work were to evaluate P. lambertii seeds subjected to
cryopreservation and to understand the vegetative propagation aspects of both P.
lambertii and A. angustifolia. Consequently, the specific objectives were: to evaluate
size, anatomy, germination and chemical composition of P. lambertii seeds after
dehydration, cryopreservation and thawing; To develop a methodology for the
vegetative propagation of “pinheiro bravo” (P. lambertii) by cutting; To describe the
morphological behavior and tropism of the secondary branches of A. angustifolia
propagated by grafting and cutting and to evaluate the sprouting of grafted matrices
of A. angustifolia maintained in a clonal forestry after pruning. Freshly harvested
seeds of P. lambertii were dehydrated and cryopreserved for different periods and
thawed in two ways: fast (3 min) and slow (30 min). In the definition of the cutting
protocol, 4 concentrations of IBA (0, 500, 1000 and 2000 mg L") and a hydro
alcoholic solution, and three types of cuttings: 5 cm long (first and second nodal
segment) and 10 cm long, in the 4 seasons. Aciculated branch propagules were
removed from an adult matrix and were submitted to grafting and cutting, evaluating
the habit of growth and morphology. In the evaluation of the production potential of A.
angustifolia shoots, a cut was made above the grafted area and the number and
height of the shoots were assessed every 30 days for 6 months, in two different
matrices: Kaiova and Multiflora. In conclusion, cryopreservation is an alternative for
the ex situ conservation of P. lambertii; The use of IBA has no influence on rooting of
P. lambertii; The results show differences in the morphology of grafted and rooted A.
angustifolia aciculated branches; cuttings of secondary branches remain alive after
11 years, with plagiotropic and creeping growth requiring tutoring. The number of
shoots,height and diameter show the high propagules production capacity in a clonal
forestry after six months of pruning.

Key-words: Pinheiro Bravo; Pinheiro do Parana; Conservation; grafting; vegetative

propagation.
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1 INTRODUGAO

No Brasil ha duas familias de coniferas nativas a Podocarpaceae e
Araucariaceae (JARDIM BOTANICO DO RIO DE JANEIRO, 2016). A familia
Podocarpaceae € representada por oito espécies Podocarpus lambertii, P. selowii,
P. brasiliensis, P. acuminatus, P. aracensis, P. barretoi, P. celatus e P. roraimae
(JARDIM BOTANICO DO RIO DE JANEIRO, 2016). A Araucaria angustifolia é a
unica espécie da familia Araucariaceae com ocorréncia natural no Brasil (JARDIM
BOTANICO DO RIO DE JANEIRO, 2016; PELISSARI et al., 2016; ZANETTE et al.,
2017).

O P. lambertii e a A. angustifolia sdo espécies encontradas nos estados do
Sul e algumas regides do Sudeste do Brasil, originarias da Floresta Ombrdfila
Mista, conhecida como Floresta de Araucaria (INOUE et al., 1984; MARAN et al.,
2016; ZANETTE et al., 2017).

Durante o processo de ocupagdo da regido Sul do Brasil, expressiva
exploragéo antrépica foi desferida sobre as areas de Floresta Ombroéfila Mista,
resultando em intensa supressao de madeiras e substituicdo da vegetagdo natural
por pastagens e culturas agricolas (PELISSARI et al., 2016; ZANETTE et al.,,
2017). Devido a intensa exploracdo desta floresta, estima-se que restam
aproximadamente 2% de sua area original (MARAN et al., 2016; ZANETTE et al.,
2017).

O género Podocarpus é considerado o unico género tropical das Coniferales
no Hemisfério Sul, e o Podocarpus lambertii Klotzsch ex Endlicher, um dos
representantes deste género, é conhecido popularmente como pinheiro-bravo,
pertencendo a familia Podocarpaceae (CARVALHO, 2004; COSTA; BOSCARDIN,
2014). Ocorre naturalmente desde o estado da Bahia e Minas Gerais até o Rio
Grande do Sul (COSTA; BOSCARDIN, 2014; MARINHO et al., 2016). E uma das
espécies que compde a Floresta Ombréfila Mista e Ombréfila Densa (Mata
Atlantica) (GARCIA et al. 2006; COSTA; BOSCARDIN, 2014).

O P. lambertii € uma arvore de porte pequeno em formacgdes abertas, porém
de grande porte nas florestas do sul do pais (CARVALHO, 2004, MARINHO et al.,
2016). Apresenta grande importancia ambiental por atrair passaros que dispersam
suas sementes e promovem a regeneracdo natural da espécie (GARCIA;

NOGUEIRA, 2008). Sua madeira tem emprego similar ao da araucaria, podendo
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ser usada na forma de tabuas para forros, caixaria, marcenaria, compensados,
laminados, aglomerados, instrumentos musicais entre outros (INOUE et al., 1984;
CARVALHO, 2004).

As sementes de P. lambertii possuem comportamento ortodoxo (GARCIA,;
NOGUEIRA, 2008). A propagagao do P. lambertii ocorre geralmente por sementes
(CARVALHO, 2004; GARCIA; NOGUEIRA, 2008), a definicdo da época ideal da
colheita, a disponibilidade de sementes em quantidade e qualidade e a
heterogeneidade do material vegetal, sdo fatores que dificultam sua propagacgéo
(FERRARI, 2004; SIMAO et al., 2007; DIAS et al., 2012; DIAS et al., 2015).

Existem duas estratégias basicas de conservagao: in situ e ex situ (LI;
PRITCHARD, 2009; ENGELMANN; GONZALEZ-ARNAO, 2013). A conservacéo ex
situ foi proposta como medida de prevencéo contra o processo de erosao genética,
no entanto, s&o necessarias técnicas para conservacdo a longo prazo do
germoplasma com a maxima integridade genética e biolégica possivel
(ENGELMANN, 2011; CRUZ-CRUZ et al., 2013).

A técnica de criopreservagao vem ganhando destaque por ser a forma mais
adequada para a conservacao de sementes a longo prazo (10 a 100 anos), uma
vez que mantém as caracteristicas genéticas do material criopreservado a -196°C
(ENGELMANN, 2000; PRITCHARD; NADARAJAN, 2008; ENGELMANN;
GONZALEZ-ARNAO, 2013; GONZALEZ-ARNAO et al., 2014).

A propagacao vegetativa € uma alternativa a propagacéo por sementes, no
entanto, ndo ha um protocolo eficiente para o P. lambertii. A definicdo de um
método eficiente permitira a multiplicagdo em larga escala de matrizes
selecionadas para fins comerciais e auxiliara no resgate e conservagao da espécie,
tal como recomendado por Dias et al. (2015) para espécies florestais.

Conhecida popularmente como araucaria, pinheiro brasileiro ou pinheiro do
Parana, A. angustifolia (Bert.) O. Ktze é a gimnosperma nativa de maior
importancia econémica do Brasil (GUERRA et al., 2002). Pertence a mata de
araucaria que originalmente cobria grandes areas continuas na Regido Sul,
estendendo-se para S&o Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Espirito Santo na
forma de pequenas manchas isoladas, principalmente nas regidées mais frias e altas
destes estados (ZANETTE et al., 2017).

A exploragdo da A. angustifolia foi inicialmente focada em sua madeira,
principalmente entre 1930 e 1970 (DANNER et al., 2012). A madeira serrada e
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laminada foi, por um longo periodo, um dos produtos mais importantes na
exportagdo brasileira devido a sua alta qualidade, coloracdo amarelada, macia,
leve e lisa (ANSELMINI, 2005). Apresenta boas caracteristicas fisicas e mecénicas
em relacdo a massa especifica, € indicada para construgcbes em geral (como
caixotaria, moveis, laminados, tabuas para forro, ripas, palitos de fosforo e lapis).
Pode ser utilizada na producédo de papel de alta qualidade e a resina proveniente
da casca serve para fabricagdo de vernizes, terebintina, acetona, acido pirolenhoso
e outros produtos quimicos (INOUE et al., 1984; MAINIERI; CHIMELO, 1989;
ANSELMINI, 2005; MATTOS et al., 2006). Suas sementes (pinhdes) servem como
uma fonte alimentar para animais, mas também é muito apreciada pelo homem,
sendo uma rica fonte de energia (ANSELMINI, 2005).

Plantas da familia Aracauriaceae possuem um poélo meristematico na axila
de cada acicula capaz de se diferenciar quando livre da dominancia apical (IRITANI
et al., 1992; BURROWS, 2002; WENDLING et al., 2017). Esse tipo de dominancia
tem sido explorada em trabalhos de propagagdo por enxertia em araucaria,
principalmente quando se utiliza borbulhia por placagem (WENDLING, 2015;
CONSTANTINO; ZANETTE, 2015). Nesse caso, o propagulo de interesse é
mantido na planta até que haja a soldadura, logo apés é feito a remogéo do apice
dessa planta removendo, portanto, a dominancia apical e consequentemente
estimulando a brotacdo do enxerto. Apesar da importancia da dominéncia no
processo de enxertia, pouco se sabe sobre seus efeitos no desenvolvimento de
brotacdées em jardins clonais voltados para produgéo de propagulos.

A espécie apresenta polimorfismo de ramos, caracteristica marcante de
todas as plantas da familia Araucariaceae. De acordo com Carvalho et al. (1950),
este fendbmeno se caracteriza por uma diferenciacdo somatica permanente.
Portanto, como a copa da araucaria é constituida predominantemente por ramos
plagiotropicos, o principal problema € a dificuldade de obtencado de brotagdes com
habito de crescimento ortotropico (ZANETTE et al., 2011; WENDLING et al., 2017).

Zobel e Talbert (1984) relataram que quando enxertados propagulos de
origem plagiotropica, as brotacbes assumem crescimento desviado da vertical e
crescem de forma similar a um ramo lateral. Este fendbmeno ja tinha sido detectado
por Gurgel e Gurgel Filho (1967) trabalhando com a enxertia em A. angustifolia. Os
autores notaram diferencas no crescimento de enxertos realizados com ramos

ortotrépicos e plagiotrépicos. De acordo com Wendling et al. (2009), Zanette et al.
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(2011) e Constantino e Zanette (2015), apenas propagulos de origem ortotropica
desenvolvem copa normal, portanto sdo os indicados para o resgate e
multiplicagdo da araucaria.

Considerando as particularidades de ambas as espécie (P. lambertii e A.
angustifolia),  os objetivos  gerais  foram: avaliar as sementes deP.
lambertii submetidas a criopreservacéo e compreender os aspectos da propagacgéo
vegetativa do P. lambertiie A. angustifolia. Consequentemente, o0s objetivos
especificos foram: avaliar o tamanho, a anatomia, a germinagdo e a composi¢ao
quimica das sementes de P. lambertii apés a desidratacdo, criopreservagao e
descongelamento; Desenvolver uma metodologia para a propagacao vegetativa do
pinheiro bravo via estaquia, avaliando o efeito do AIB em diferentes tamanhos de
estaca e nas estagcbes do ano; Descrever o comportamento morfolégico e o
tropismo dos ramos secundarios de A. angustifolia propagados por enxertia e
estaquia e avaliar as brotagcdes de matrizes enxertadas de A. angustifolia mantidas

em jardim clonal, apds poda.
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2 CRIOPRESERVAGAO DE SEMENTES DE Podocarpus lambertii (KLOTZSH
EX ENDL)

RESUMO

Podocarpus lambertii, conhecido como pinheiro bravo € uma gimnosperma nativa
da regido Sul do Brasil e devido a intensa exploracado da Mata Atlantica é uma
espécie em risco de extincdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o tamanho, a
anatomia, composi¢ao quimica e germinacao das sementes de P. lambertii apds a
desidratacéo, criopreservacéo e descongelamento. Foi determinado o teor de agua
inicial das sementes, e as mesmas foram desidratadas e imersas em nitrogénio
liquido durante varios periodos e descongeladas de duas maneiras: rapida, em
banho maria a 37°C durante trés minutos, e lenta, a temperatura ambiente durante
30 minutos. A fim de avaliar a composi¢cao das sementes foram realizadas analises
de microscopia de varredura (MEV), espectroscopia por dispersédo de energia
(EDS) e ressonancia magnética nuclear (RMN). A porcentagem de germinacéo foi
de até 71% para sementes desidratadas e criopreservadas. Houve diferenca no
tamanho do embrido para as sementes descongeladas pelo método rapido quando
comparado com a testemunha e o descongelamento rapido. O endosperma das
sementes de P. lambertii contém amido e no eixo embrionario Ca, P, S, Al, Na, Mg
e K. Nas analises (RMN) foram encontrados acidos graxos saturados e insaturados
em sementes de P. lambertii. A criopreservacdo € uma alternativa para a
conservagao ex situ de sementes e as mesmas toleram a desidratagdo e o

armazenamento em NL em até 186 dias sem perder a viabilidade.

Palavra-chave: Pinheiro bravo; conservacgao; germoplasma; nitrogénio liquido;
CRYOPRESERVATION OF Podocarpus lambertii (KLOTZSH EX ENDL) SEEDS
ABSTRACT

Podocarpus lambertii, known as “pinheiro-bravo”, is a gymnosperm native to the
southern region of Brazil and due to the intense exploitation of the Atlantic Forest is
a species threatened with extinction. The objective of this work was to evaluate the

size, anatomy, germination and chemical composition of Podocarpus lambertii
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seeds after dehydration, cryopreservation and thawing. The initial moisture contents
of the seeds were determined; subsequently they were dehydrated and immersed in
liquid nitrogen for several periods and thawed in two ways: fast, in a water bath at
37° C for three minutes, and slow, at room temperature for 30 minutes. In order to
evaluate seed composition, scanning electron microscopy (SEM), energy dispersive
spectroscopy (EDS) and nuclear magnetic resonance (NMR) analyzes were
performed. The germination percentage was up to 71% for dehydrated and
cryopreserved seeds. There was a difference in the size of the embryo for the
seeds thawed by the fast method when compared to the control and the rapid
thawing. The endosperm of P. lambertii seeds contains starch, and the embryonic
axis contains Ca, P, S, Al, Na, Mg and K. In the NMR analyzes, saturated and
unsaturated fatty acids were found in P. lambertii seeds. Cryopreservation is an
alternative for the ex situ conservation of seeds and they tolerate dehydration and

LN storage for up to 186 days without losing viability.

Key words: Pinheiro-bravo; conservation; germplasm; Liquid nitrogen.

2.1 INTRODUGAO

Podocarpus lambertii, popularmente conhecido por pinheiro bravo, pertence
a familia Podocarpaceae e € encontrado na Regido Sul e Sudeste do Brasil.
Originario da Floresta Ombrdéfila Mista (Floresta de Araucaria), o pinheiro bravo tém
valor comprovado para plantios florestais, caracterizando-se pela facilidade de
regeneracgao natural por atrair os passaros e propiciando assim a dispersdo das
sementes (GARCIA; NOGUEIRA, 2008). Com relagdo ao uso da madeira, a
espécie pode ser empregada da mesma forma que a Araucaria angustifolia (INOUE
et al., 1984; CARVALHO, 2004; GARCIA; NOGUEIRA, 2008). O desmatamento e a
exploracéo desordenada levaram a uma drastica redugcdo da Mata de Araucarias
tornando o P. lambertii ameagada de extingdo (RAGAGNIN et al., 1994; IUCN,
2013).

As sementes das espécies vegetais sao divididas em dois grandes grupos:
no primeiro estdo as espécies ortodoxas e no segundo as recalcitrantes,
considerando a capacidade de suas sementes suportarem a dessecacgao no final

do desenvolvimento e posterior armazenamento (ROBERTS, 1973). As sementes
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de P. lambertii possuem comportamento ortodoxo (GARCIA; NOGUEIRA, 2008).
No entanto Siqueira e Ferreira (1987) concluiram que as sementes de pinheiro
bravo possuem elevado conteudo de agua quando coletadas e perdem a
viabilidade quando armazenadas em sala de laborat6rio. Medeiros e Zanon (1998)
armazenaram em camara fria e em embalagem semipermeavel sementes de
Podocarpus lambertii e ocorreu o decréscimo na germinagéo.

Existem duas estratégias basicas de conservacao: in situ e ex situ (LI;
PRITCHARD, 2009; ENGELMANN; GONZALEZ-ARNAO, 2013). Conservagédo ex
situ € a manutencao de espécies vegetais fora do seu ambiente natural, em
colecdes de plantas no campo, banco de genes, armazenamento de sementes e
colegdes in vitro em condi¢des limitadas de crescimento, e a criopreservagao (LI,
PRITCHARD, 2009; CRUZ-CRUZ et al.,, 2013; NASCIMENTO et al., 2015). A
conservacao de germoplasma ex situ foi proposta como medida de prevencgéo
contra o processo de erosao genética, sendo necessario o desenvolvimento de
técnicas para conservacgédo a longo prazo do germoplasma de espécies vegetais
com as maximas integridades genética e bioldgica possiveis (ENGELMANN, 2011;
CRUZ-CRUZ et al., 2013).

A técnica de criopreservacéo, a qual consiste no congelamento de tecidos
vegetais a temperatura de -196°C, é a forma mais adequada para a conservagao
de sementes de espécies recalcitrantes e tem sido empregada também na
conservagdo de sementes ortodoxas por longo prazo (até 100 anos)
(ENGELMANN, 2000; PRITCHARD; NADARAJAN, 2008; ENGELMANN;
GONZALEZ-ARNAO, 2013; GONZALEZ-ARNAO et al, 2014). Assim, a
criopreservacdo € proposta como uma técnica favoravel e segura para a
preservacdo de germoplasma e prevencado de sua deterioracdo (STANWOOD,
1985; ENGELMANN; GONZALEZ-ARNAO, 2013; BARBARA et al., 2015). Segundo
Fonseca et al. (2012), em um banco de germoplasma a baixas temperaturas, nao
sb o processo de crioconservacao deve ser levado em consideragdo, mas também
o meétodo de descongelamento, pois quanto mais rapido ocorrer o0
descongelamento das sementes, melhor a preservagdo de suas caracteristicas
fisiologicas (MAZUR, 1984; MOLINA et al., 2006; GONZALEZ-ARNAO et al., 2014;
PUKACKI; JUSZCZYK, 2015).
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O stress causado pelo congelamento e descongelamento nas células, pode
resultar na formacéo de radicais livres que levam a desnaturacdo de proteinas e
mutacdes no DNA (KACZMARCZYK et al., 2012; BERJAK; PAMMENTER, 2014).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o tamanho, a anatomia, o teor
elementar e germinagdo das sementes de pinheiro bravo (P. lambertij) apés a
criopreservacdo e descongelamento e analisar a tolerancia das sementes
submetidas a diminuicdo do teor de umidade em relacéo a diferentes tempos de

criopreservacéo.

2.2 MATERIAL E METODOS

Sementes de P. lambertii foram colhidas no més de janeiro na area da
Embrapa Florestas no municipio de Colombo, Estado do Parana. O teor de agua
das sementes foi determinado no inicio dos experimentos, pelo método de estufa a
105+3°C por 24 horas, utilizando trés repeticbes com 10 sementes (BRASIL, 2009).

Na desinfestagado foi utilizado o fungicida Cercobin na quantidade de 2 g L™’
adicionado agua correspondente a 5% do peso médio das sementes. As sementes
foram colocadas em pote de vidro e agitadas com a solugéo fungicida durante

cinco minutos.
2.2.1 Experimento |

As sementes foram colocadas em criotubos de 2 mL, imersas diretamente
em nitrogénio liquido e ap6s 24 horas foram testados dois métodos de
descongelamento: rapido, a 37°C durante trés minutos, e moderado, a temperatura
ambiente durante 30 minutos.

Apds o descongelamento, as sementes foram colocadas para germinar
sobre papel mata borrao umedecido e levadas para a BOD a 25°C, com
fotoperiodo de 16 horas/dia, sendo a duracdo do teste de 60 dias, conforme
recomendado nas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009). O vigor das
sementes foi avaliado pelo indice de velocidade de germinacdo (IVG),
simultaneamente ao teste de germinacéo, de acordo com o proposto por Maguire

(1962), sendo empregada a seguinte formula:
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VG = Zni
B di

Em que: ni = numero de sementes germinadas; di = dias transcorridos desde
a semeadura.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com quatro
repeticbes de 50 sementes. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade com o uso do software estatistico Assistat® (SILVA;
AZEVEDO, 2009).

Para a realizagdo dos estudos morfolégicos e anatbmicos as sementes
descongeladas e nao congeladas foram fixadas em solugdo de Karnovsky (1964)
modificado, por quatro semanas a 4° C, submetidas a desidratacao progressiva em
série etilica (10, 30, 50, 60, 70, 80, 90 e 95%) e emblocadas em historresina
Leica®, de acordo com as recomendagdes do fabricante. Foram efetuadas secc¢bes
longitudinais de 18 ym de espessura, obtidas em micrétomo rotatério, e a coloragao
foi efetuada com azul de toluidina 0,05% (O’'BRIEN et al., 1964). A montagem das
laminas permanentes foi realizada com resina sintética e os registros fotograficos e

medi¢des foram efetuados em microscopio fotbnico Zeiss.
2.2.2 Experimento |l

Apds a determinagdo do teor de umidade inicial (13%), as sementes
remanescentes foram submetidas a desidratacdo em estufa, para a atingir 10 e 7%
de umidade.

No processo de secagem das sementes as amostras foram colocadas em
uma estufa, com temperatura ajustada para 33 + 3°C e pesadas a cada 1 hora, até
alcancgar os pesos referentes aos teores de agua desejados. A perda de agua pelas
sementes foi determinada pela equacao abaixo, recomendada pelas Regras para
Analise de Sementes (BRASIL, 1992).

Pf = pi (100—1".{1;‘)
100 — TAf

Em que: Pf = peso final da amostra em gramas; Pi = peso inicial da amostra

em gramas; TAi = teor de agua inicial das sementes (b.u), % e TAf = teor de agua

desejada das sementes (b.u),%.
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Apds a desidratacdo as sementes foram criopreservadas pelo método de
congelamento rapido, consistindo na imersao direta em NL (nitrogénio liquido). As
mesmas foram colocadas em embalagens de aluminio, com 50 sementes cada. As
embalagens de ambos os tratamentos permaneceram por diversos periodos de
tempo (1, 60 e 186 dias) criopreservadas em NL. Apbés a criopreservacéo as
sementes foram descongeladas pelo método rapido, a 37°C durante trés minutos
em banho Maria, conforme o capitulo 1.

Com o objetivo de avaliar a sobrevivéncia e o desenvolvimento inicial, apés
o descongelamento rapido, as sementes foram colocadas para germinar em
bandejas de isopor com substrato comercial em estufa climatizada.

Para a analise elementar foi retirado cerca de 2/3 do tegumento das
sementes de Podocarpus lambertii e em seguida as mesmas foram fixadas em
solugcao de Karnovsky (1964) modificaao, por quatro semanas a 4° C, submetidas a
desidratag&o progressiva em série etilica (10, 30, 50, 60, 70, 80, 90, 95 e 99%). Na
regido central do embrido foi realizado um corte central (com lamina de aco
inoxidavel) e em seguida a desidratagdo ao ponto critico com COz2 liquido. Apos as
amostras foram montadas em suportes (stubs) de aluminio fixados com fita dupla-
face de cobre e recobertos por ouro.

As microanalises foram realizadas no Centro de Microscopia Eletrbnica da
Universidade Federal do Parana, utilizando microscopio eletrénico de varredura
(Vega3 LM, Tescan) com espectroscédpio de energia dispersiva (X-MaxN 80 mm2,
Oxford). Foram selecionados trés pontos do embrido (radicula, hipocétilo e
cotilédone) e determinada a composigéo elementar. As imagens foram obtidas com
voltagem acelerada de 15 kV em baixo vacuo. As microanalises por EDS foram
realizadas com voltagem acelerada de 15 kV e em tempo 120 s por ponto.

Para a aquisicéo dos espectros de RMN HR-MAS de 1H foram utilizadas as
sementes inteiras, os quais foram pulverizadas com o auxilio de nitrogénio liquido.
Para cada analise, cerca de 10 mg de amostra foram utilizados para preencher o
rotor de 50 uL (porta-amostra). Para homogeneizar a amostra adicionou-se 35 uL
de CDCI3 contendo 0,05% de yTMS (tetrametilsilano).

A obtencao dos espectros de RMN HR-MAS de 1H foi registrada em um
espectrometro de RMN (Bruker AVANCE 400), operando a 9,4 Tesla, observando o

nucleo de hidrogénio a 400.13 MHz, equipado com uma sonda de alta resolucao
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com giro no angulo magico trinuclear (1H, 13C e 15N) de observagao direta de 4
mm e gradiente de campo no eixo na dire¢cdo do angulo magico.

As condi¢des utilizadas para a aquisigao dos espectros de RMN HR-MAS de
1H consistiu em: sequéncia de pulso zgpr com tempo de relaxagao (D1) de 20,0 s,
64 K de numero de pontos (TD), 32 transientes (NS), janela espectral de
5592,841Hz, tempo de aquisig¢ao igual (AQ) a 5,9 s que resultam em um tempo de
analise de 13 min 48 s. Durante a aquisicdo as amostras foram giradas no angulo
magico (6 = 54,74°) a uma velocidade de 5 KHz e a temperatura mantida em 25 °C.
O angulo magico foi ajustado no inicio das analises e o shimming foi otimizado para
cada amostra. Os deslocamentos quimicos foram calibrados em relagéo ao sinal do
TMS (6 0,0 ppm).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Experimento |

O teor de agua nas sementes no momento de instalacdo do experimento foi
de 10,7%, o que as caracteriza como sementes ortodoxas, isto é, sementes que
toleram a desidratagdo (ROBERTS, 1973). Diniz et al., (1999) e Fonseca et al.
(2012), relataram que o valor maximo toleravel de umidade para criopreservagao
seria de 9%, em base umida. Goldfarb et al. (2008, 2010) trabalhando com
sementes criopreservadas de pinhdo manso, secas e reidratadas para teores de
agua entre 4 e 14% e descongeladas gradativamente, relataram que com o
congelamento das sementes com teores de agua entre 4 e 8% a qualidade
fisiologica foi mantida. Desta forma, o baixo teor de umidade nas sementes de P.
lambertii , muito préoximo do encontrado por Goldfarb (2008, 2010), permite a
aplicacao da técnica de criopreservacdo sem a necessidade de utilizagdo de
crioprotetores ou desidratagdo das sementes, portando reduzindo os custos.

Um ponto critico na criopreservacao de sementes ortodoxas € definir o teor
de agua ideal antes da criopreservacdo (SANTOS, 2001; TOWILL, 2002;
CHMIELARZ, 2009; FONSECA et al., 2012). Caso os teores sejam muito baixos
pode ocorrer desidratacdo excessiva e a morte das células, enquanto que teores
elevados levam a formacéo de cristais de gelo no interior das células, resultando na

ruptura do sistema de membranas celulares e a perda da permeabilidade seletiva
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das células e da compartimentalizacéo celular, culminando no colapso e morte
celular (AGUIAR et al., 2012; FONSECA et al., 2012).

N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos para a porcentagem
de germinacao e vigor (TABELA 2.1), indicando que nem o teor de agua das
sementes ou a velocidade de descongelamento influenciaram fisiologicamente na
germinacao das sementes. Trabalhando com outra espécie de conifera (Pinus
elliottiy Fonseca et al. (2012) também n&o encontraram diferenca entre os
tratamentos quando estudaram o descongelamento rapido e moderado, desta
forma o descongelamento rapido em banho Maria pode ser uma alternativa pela

rapidez e praticidade.

TABELA 2.1- PORCENTAGEM DE GERMINAGAO E iNDICE DE VELOCIDADE DE GERMINA:(;AO
(IVG) DE SEMENTES DE Podocarpus lambertii APOS A CRIOPRESERVACAO E
DESCONGELAMENTO RAPIDO E MODERADO.

Tratamento Germinagao (%) VG

Testemunha 64 a 0.02727 a
Rapido 65 a 0.02707 a
Moderado 59 a 0.02462 a

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si na coluna pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Testemunha= sementes n&o criopreservadas; Rapido=
sementes descongeladas pelo método rapido; Moderado= sementes descongeladas pelo método
moderado.

Durante o descongelamento moderado pode ocorrer a formagao de cristais
de gelo, como relatado por Diniz et al. (1999) e Molina et al. (2006), que durante o
descongelamento das sementes, 0 método de descongelamento lento (temperatura
ambiente) se torna questionavel, uma vez que existe a possibilidade de ocorrer um
recongelamento durante este periodo. A recristalizagcdo da agua pode ser evitada
pelo descongelamento rapido de amostras em banho maria a 35 a 45°C
(LAMBARDI et al., 2008). Reed e Uchendu (2008), Berjak e Pammenter (2014)
também afirmaram que o rapido descongelamento impede a recristalizacdo da
agua dentro das células das plantas. Michalak et al. (2015) relataram que sementes
de Populus nigra L. sobreviveram a criopreservacao apdés o descongelamento
rapido a 40°C durante cinco minutos. Assim, conforme confirmado nesse estudo, o
descongelamento rapido € melhor uma vez que pode evitar a formacgao de cristais

de gelo e consequentemente a morte celular.
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O estudo anatémico comparativo dos embrides das sementes revelou que o
tratamento com descongelamento rapido apresentou diferenca em relagdo as
sementes que nao foram criopreservadas (TABELA 2.2 FIGURA 2.1). Esta
diferenca pode estar relacionada com o citoesqueleto das células. De acordo com
Pammenter e Berjak (1999), os principais componentes do citoesqueleto sao
microtubulos e microfilamentos, que fornecem um suporte interno para as células,
bem como a imposicdo de organizagdo no citoplasma e nucleo. Em sementes
ortodoxas, a remontagem ordenada de elementos do citoesqueleto deve
acompanhar a reidratagcéo, a incapacidade para restabelecer o apoio intracelular e
organizagao estrutural fornecida pelo citoesqueleto seria obviamente um fator
danoso na reidratacdo de sementes sensitivas a reidratacdo (PAMMENTER;
BERJAK, 1999). A falha do citoesqueleto para se reorganizar ap6s a desidratagéo
prejudicialmente ao baixo conteudo de agua poderia ser fisioldgica, bem como
consequéncias estruturais nas células de tecidos de sementes sensiveis a
desidratagdo (PAMMENTER; BERJAK, 1999).

TABELA 2.2- MEDIGOES DO COMPRIMENTO, LARGURA E ESPAGO ENTRE O EMBRIAO EO
ENDOSPERMA  DE  SEMENTES DE  Podocarpus lamberti  APOS A
CRIOPRESERVACAO E OS TRATAMENTOS DE DESCONGELAMENTO RAPIDO E

MODERADO.

Tratamento Comprimento (um) Largura (um) Espago (um)
Testemunha 1220,409 a 576,646 a 56,839a
Rapido 1213,184 b 575,854 b 62,971 b
Moderado 1091,193 c 523,425 c 120,086 ¢

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si na coluna pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. . Testemunha= sementes nado criopreservadas; Rapido=
sementes descongeladas pelo método rapido; Moderado= sementes descongeladas pelo método
moderado.

Berjak e Pammenter (2014) comentam que métodos mais rapidos de
descongelamento se adaptam melhor a criopreservacdo, pois métodos lentos
possibilitam o recongelamento das sementes (DINIZ et al.,1999; MOLINA et al.,
2006). Santos (1999) ressalta que na maioria dos casos descongelamento rapido
por imersdo em agua ou meio de cultura liquido a 35 - 40°C tem garantido
melhores resultados. Nesta faixa de temperatura o descongelamento é rapido o
bastante para evitar a fusdo de micro-cristais formados no congelamento ou a
formagdo de novos cristais pela agua liberada (SANTOS, 1999; BERJAK;
PAMMENTER, 2014).
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FIGURA 2.1- CORTES LONGITUDINAIS DE EMBRIOES DE SEMENTES DE Podocarpus lambertii
NAO CRIOPRESERVADAS (A) E QUE FORAM CRIOPRESERVADAS E
SUBMETIDAS AO DESCONGELAMENTO RAPIDO (B) E MODERADO (C). SETAS

INDICAM O EIXO EMBRIONARIO DAS SEMENTES. BARRA = 100 M.

i _ % = I . ci‘hr : ._' . .

2.3.2 Experimento |l

O teor de agua inicial nas sementes de Podocarpus lambertii foi de 13%
base umida, que foi o teor encontrado quando as sementes foram coletadas. Como
houve interagédo entre a desidratacédo e os tempos de criopreservagao, foi feito o
desdobramento dos dados. Os resultados da analise de variancia para a
germinacao indicam efeito significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste
de F, para o fator de teor de umidade durante a criopreservacéo.

Observa-se que a porcentagem de germinacgao para os teores de umidade
nao obteve diferenca estatistica em comparacdo aos tempos de criopreservacao.
Apenas as sementes desidratadas a 7% e nao criopreservadas apresentaram
diferenca estatistica (FIGURA 2.2). Towill (2002) e Fonseca et al. (2012) discorrem
que o ponto mais critico na criopreservacao de sementes ortodoxas é definir o teor
de agua ideal antes da imersdo em nitrogénio liquido, teores muito baixos, podem
levar a desidratacdo excessiva e a morte das células e uma taxa elevada de
umidade levaria a formacgéo de cristais de gelo no interior das células, resultando
na ruptura do sistema de membranas celulares e na morte celular. Aguiar et al.
(2012) e Fonseca et al. (2012) ainda ressaltam que teores elevados afetam a
permeabilidade seletiva das células e a compartimentalizacao celular, culminando

no colapso e morte celular.
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FIGURA 2.2 - VALORES MEDIOS DE GERMINAQAO DAS SEMENTES DE Podocarpus lambertii
EM FUNCAO DAS UMIDADES E PERIODOS DE ARMAZENAMENTO.
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*Médias seguidas pela mesma letra, minuscula entre os periodos e maiuscula entre os teores, néo
diferem entre si a 1%, pelo teste de Tukey.

Para os diferentes teores de agua das sementes, ndo ocorreu diferenca
significativa para a criopreservacao nos diferentes tempos (1, 60 e 186 dias). Com
isso entende-se que a criopreservagdo € viavel como um método para a
conservagdo das sementes de P. lamberti ndo importando o tempo de
desidratacdo ou criopreservagao até os 186 dias. Conforme a FIGURA 3.1,
sementes desidratadas a 10 e 7% de umidade apresentaram maior percentual de
germinagao independente do tempo de criopreservagcdo. Para as sementes que
nao foram criopreservadas e desidratadas a 10% de umidade, também nao
apresentaram diferencga estatistica quando comparado as sementes que n&o foram
desidratadas e foram criopreservadas. Ou seja, desta forma é viavel a desidratacéo
das sementes para a criopreservagao. A utilizagcado do nitrogénio liquido como um
meio de armazenamento supde que as sementes resistam a exposi¢do sem sofrer
danos maiores a sua viabilidade, e para isso, o teor de agua da semente é€,
provavelmente, o mais critico fator para o sucesso da criopreservagao, pois se o
conteudo de agua da semente for muito alto, observa-se a sua morte instantanea
durante o processo de congelamento e/ou descongelamento (OSPINA et al., 2000).

N&o foram encontradas diferengas no desenvolvimento de plantas oriundas
de sementes criopreservadas e nao criopreservadas, indicando que a
criopreservagédo néo afetou o desenvolvimento das mesmas (FIGURA 2.3).
Segundo Carvalho (2004) as sementes de Podocarpus lambertii apresentam um
percentual de germinagdo de no maximo 60%. Neste trabalho, foi alcangcado até

71% de germinagdo nas sementes que foram desidratadas a 7% e criopreservadas
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durante 186 dias. Os tratamentos de criopreservagédo proporcionaram as sementes
maiores taxas de germinagdo quando comparado a testemunha. Possivelmente
houve a ruptura do tegumento das sementes durante a criopreservacédo e o
descongelamento rapido, permitindo assim a quebra da dorméncia tegumentar e

possibilitando a germinagao das sementes.

FIGURA 2.3- PLANTULAS DE Podocarpus lamberti PROVENIENTES DE SEMENTES
DESIDRATADAS E CRIOPRESERVADAS (A) E SEMENTES DESIDRATADAS E
NAO CRIOPRESERVADAS (B). BARRA= 5 CM

Para o sucesso da criopreservacao é importante evitar o congelamento
intracelular que ocorre durante o resfriamento rapido em nitrogénio liquido. Tecidos
vegetais que precisam ser preservados devem ser suficientemente desidratados
para evitar a formacao de gelo intracelular e, portanto, vitrificar apos resfriamento
rapido em nitrogénio liquido (SINGH et al., 2015). Um dos fatores criticos para a
criopreservacdao é a formacdo de cristais de gelo que podem causar danos

irreversiveis (SANTOS, 2001). Isso pode ser uma explicacao para o tratamento
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uma vez que as sementes criopreservadas com 13% de umidade obtiveram a
menor porcentagem de germinagdo. Marcos Filho (2005) relata que para o
armazenamento de sementes ortodoxas, o conteudo de agua intracelular deve
estar entre 10 a 12% enquanto que para Bewley e Black (1986) sdo recomendados
percentuais entre 8 e 9%. Ferrari et al. (2016) comenta que a criopreservagéo de
sementes ortodoxas pode ser atingida com sucesso quando contenham
naturalmente, baixos teores de agua intracelular. Um baixo conteudo de agua
intracelular € desejado para que a criopreservagdo ocorra com Sucesso em
materiais vegetais (BENSON, 2008; ENGELMANN, 2011).

Na analise de microscopia eletrbnica de sementes de P. lambertii, foram
encontrados grdos de amido no endosperma (FIGURA 2.4 e FIGURA 2.5). O amido
€ considerado a principal substancia de armazenamento no endosperma das
sementes, servindo de fonte primaria de carboidratos durante a germinacéo e

crescimento de plantulas (PAN et al., 2018).

FIGURA 2.4- FOTOMICROGRAFIA DE GRAOS DE AMIDOS NO TEGUMENTO DE SEMENTES
DE Podocarpus lambertii. SETAS INDICAM OS GRAOS DE AMIDO.
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No endosperma das sementes foi observado os seguintes compostos: calcio

(Ca), enxofre (S), aluminio (Al) e sodio (Na). Nao foi observado diferenca na
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concentragdo desses elementos no endosperma das sementes criopreservadas e

nao criopreservadas, conforme a TABELA 2.3.

TABELA 2.3- MEDIA (%) E DESVIO PADRAO DA CONCENTRAQAO DE ELEMENTOS NO
ENDOSPERMA DE SEMENTES Podocarpus lambertii NAO CRIOPRESERVADAS E

CRIOPRESERVADAS.
ENDOSPERMA % Ca S Al Na
. Meédia 0,43 0,10 0,10 0,10
Nao criopreservadas . .
Desvio Padréo 0,0003  0,0001  0,0001  0,0001
Média 0,43 0,10 0,00 0,10

Criopreservadas . .
Desvio Padréo 0,0005 0,0002 0,0002 0,0001

Ca= célcio; S= enxofre; Al= aluminio e Na= sédio.

N&o foram identificados danos no embrido das sementes e no eixo
embrionario (FIGURA 2.5). Foi encontrado no embrido os seguintes compostos:
calcio (Ca), fésforo (P), enxofre (S), aluminio (Al), sddio (Na), magnésio (Mg) e
potassio (K) (TABELA 2.4). De acordo com Jacob Neto e Rossetto (1998), para os
macronutrientes como N, P, Ca e Mg € pouco provavel que sé a reserva interna da
semente seja suficiente para a planta complementar seu ciclo. Isto ocorre devido a
maior necessidade quantitativa destes elementos para o crescimento e

desenvolvimento das plantas.

FIGURA 2.5- FOTOMICROGRAFIA DO EMBRIAO DE SEMENTES DE Podocarpus lambertii. C=
COTILEDONES; E= EIXO EMBRIONARIO; R= RADICULA; G= GRAO DE AMIDO
NO ENDOSPERMA.
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TABELA 2.4- MEDIA E DESVIO PADRAO DA CONCENTRAGCAO DE ELEMENTOS DO EMBRIAO
DAS SEMENTES DE Podocarpus lamberti NAO CRIOPRESERVADAS E

CRIOPRESERVADAS.
Teor de Tempo de
umidade Criopreservagéo % Ca P S Al Mg K Na
(%) (dias)
13 0 Média 0,20 - - 0,10 - - 0,20
DP 0,00 - - - - - 0,00
13 1 Média 0,10 0,0 0,0 0,0 0,10 - 0,10
DP 0,00 0,00 0,00 0,00 - - 0,00
13 60 Média 0,80 0,77 043 027 035 0,15 0,13

DP 065 061 030 0,5 0,07 0,07 0,06
Média 140 023 040 040 0,10 0,20 0,10

13 186
DP 069 011 0,27 0,17 - 0,10 -
10 0 Média 0,2r 0417 0,20 0,37 0,20 - 0,17
DP 0,11 0,11 0,00 0,11 - - 0,06
10 y Média 057 063 020 040 030 0,10 -
DP 063 066 0,17 - 0,17 - -
10 60 Média 140 163 047 050 060 0,70 0,10
DP 0,17 020 0,211 0,17 0,10 0,00 -
10 186 Média 0,20 0,23 0,10 - 0,17 - -
DP 0,00 0,06 0,00 - 0,05 - -
7 0 Méedia 043 010 0,20 0,10 - - 0,13
DP 0,05 0,00 0,00 0,00 - - 0,06
7 y Media 0,30 0,113 0,20 0,190 0,10 - 0,13
DP 0,177 0,06 0,00 - - - 0,06
7 60 Média 1,23 130 083 030 040 020 0,20
DP 038 05 030 0,210 0,47 0,00 0,00
7 186 Média 0,20 037 0,23 - 0,23 0,270 0,10
DP 0,00 0,11 0,05 - 0,06 -

DP: Desvio Padrao; Calcio (Ca), Fésforo (P), Enxofre (S), Aluminio (Al), Sédio (Na), Magnésio (Mg)
e Potassio (K),

Analisando os espectros de RMN HR-MAS de 'H das diferentes amostras de
sementes de Podocarpus lambertii foi possivel observar sinais caracteristicos da
presenca de acidos graxos saturados e insaturados (acido linoleico, acido oléico,
acido linolénico), conforme encontrou Barison et al. (2010). Porém para confirmar
visando uma melhor exatiddo € necessario aumentar o numero de amostras. Além
disso, foi possivel observar que existe grande similaridade espectral tanto entre as
sementes nao criopreservadas (FIGURA 2.6) quanto aquelas criopreservadas por
1, 60 e 186 dias (FIGURA 2.7, 2.8, 2.9 respectivamente), indicando que a
desidratacdo e o0s varios tempos de criopreservacdo nao afetaram

significativamente na composi¢cado quimica das amostras de Podocarpus lambertii.
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FIGURA 2.6- ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 'H DAS SEMENTES DE P. lambertii (13%) E
DESIDRATADAS (10 E 7%) E NAO CRIOPRESERVADAS.
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FIGURA 2.7- ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 'H DE SEMENTES CRIOPRESERVADAS
DURANTE 1 DIA.
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FIGURA 2.8- ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 1H DE SEMENTES CRIOPRESERVADAS
DURANTE 60 DIAS.
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FIGURA 2.9- ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 'H DE SEMENTES CRIOPRESERVADAS
DURANTE 186 DIAS.
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De acordo com Tillman-Sutela e Kauppi (1995) e Wajs-Bonikowska et al.
(2016), os acidos graxos sdo componentes principais da estrutura da membrana
celular e sdo importantes para alguns processos biologicos vitais, tanto nas plantas
quanto nos seres humanos. Os 4acidos graxos, geralmente presentes em
triglicerideos em sementes de coniferas, ocorrem principalmente no endosperma
primario do gametdéfito feminino e, portanto, sua principal fungédo é servir como
fonte de energia para o embridao (WAJS-BONIKOWSKA et al., 2016). Desta forma
podemos concluir que o armazenamento de sementes ortodoxas com reduzido teor
de agua possibilita a manutencao da viabilidade dos materiais biolégicos por mais
tempo, uma vez que a taxa respiratoria sera reduzida (NASCIMENTO, 2009;
FARIA, 2016). Segundo Panis e Lambardi (2006) e Kaviani (2011) a
criopreservagdo de sementes ortodoxas é feita apds desidratacdo seguida de
armazenamento em nitrogénio liquido.

Pesquisas na area de criobiologia vém se destacando no cenario mundial
com o objetivo de compreender os mecanismos biolégicos envolvidos em todas as
etapas da conservacéo. Entretanto, diante da diversidade de respostas entre as
diferentes espécies vegetais, torna-se cada vez mais revelante a realizagcdo de

pesquisas para o estabelecimento de protocolos de criopreservacao.

2.4 CONCLUSAO

e A criopreservagao € uma alternativa na conservacao ex situ das sementes
de Podocarpus lambertii.

e Os tratamentos de descongelamento rapido e moderado ndo afetaram a
qualidade fisiologica das sementes de Podocarpus lambertii.

e O descongelamento moderado afetou a estrutura anatémica de embrides de
sementes de Podocarpus lambertii.

e As sementes de Podocarpus lambertii toleram a desidratacdo (7% de
umidade) e o armazenamento em nitrogénio liquido em até 186 dias sem
perder a viabilidade.

e As sementes de Podocarpus lambertii contém amido, acidos graxos
saturados e insaturados, calcio (Ca), fésforo (P), enxofre (S), aluminio (Al),

sédio (Na), magnésio (Mg) e potassio (K).
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3 ESTAQUIA DE Podocarpus lambertii KLOTZSH EX ENDL
RESUMO

A propagacédo vegetativa por estaquia pode ser uma alternativa a propagacéo
sexuada, possibilitando a clonagem de gendtipos superiores e a conservagao de
recursos genéticos florestais. Para a propagacdo de P. lambertii ndo foram
encontrados na literatura trabalhos abordando a propagacdo vegetativa via
estaquia. Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver uma metodologia para a
propagacao vegetativa do pinheiro bravo (P. lambertii) via estaquia, avaliando o
efeito do AIB em diferentes tamanhos de estaca e nas estagbes do ano. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacédo. Foram testadas 4 concentragdes
de AIB (0, 500, 1000 e 2000 mg L") e trés tipos de estacas: estaca de 5 cm
(primeiro e segundo segmento nodal) e estaca de 10 cm de comprimento.
Compondo assim, um fatorial de 3 (tipos de estaca) x 5 (concentragdes) x 4
(épocas), com 5 repeticbes de 10 estacas cada. A época de coleta e o tipo de
estacas influenciaram no enraizamento. A primavera é a estacdo mais indicada
para propagacado do P. lambertii usando, preferencialmente, estacas obtidas do

primeiro segmento nodal.

Palavra-chave: Tipo de Estacas; Enraizamento; Auxina; AlB;

CUTTINGS OF Podocarpus lambertii KLOTZSH EX ENDL
ABSTRACT

Vegetative propagation by cuttings may be an alternative to sexual propagation,
making possible the cloning of superior genotypes and the conservation of forest
genetic resources. For the propagation of P. lambertii, no studies on vegetative
propagation by cuttings were found in the literature. Thus, the objective of this work
was to develop a methodology for the vegetative propagation of pinheiro-bravo (P.
lambertii) by cuttings, evaluating the effect of IBA on different cuttings sizes and
seasons. The experiment was conducted in greenhouse. Four concentrations of IBA
(0, 500, 1000 and 2000 mg L") and three types of cuttings: 5 cm cuttings (first and
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second nodal segment) and 10 cm cuttings, composing a factor of 3 (types of
cutting) x 5 (concentrations) x 4 (seasons), with 5 repetitions of 10 cuttings each.
Both season of collection and type of cuttings influenced on the rooting. Spring is
the most suitable season for propagation of P. lambertii using, preferably, cuttings

obtained from the first nodal segment.

Key words: Type of cuttings; Rooting; Auxin; IBA.
3.1 INTRODUCAO

O Podocarpus lambertii conhecido como pinheiro bravo é considerado o unico
género tropical das Coniferales no Hemisfério Sul (COSTA; BOSCARDIN, 2014). E
uma espécie nativa, endémica da Floresta Ombréfila Mista (Floresta com
Araucarias) (CARVALHO, 2004) e devido a intensa exploracao desta floresta, o P.
lambertii estd ameacgado de extingdo, segundo a Lista Vermelha das Espécies
Ameacadas da IUCN (IUCN, 2013). E uma espécie didica que pode atingir 27 m de
altura e 1,20 m de diametro, os individuos jovens apresentam tronco reto e copa
conica. A germinacao das sementes € epigea, com inicio entre 19 a 80 dias apoés a
semeadura, alcangando no maximo 60% (CARVALHO, 2004).

A propagacao do P. lambertii ocorre geralmente por sementes (sexuada). A
maioria dos estudos é sobre a propagacdo sexuada de espécies, pela propria
auséncia de informagdes silviculturais das espécies, pelo maior dominio
operacional e menores custos iniciais dessa técnica (RAGAGNIN et al., 1994; DIAS
et al., 2012). Varios fatores dificultam a propagagédo sexuada de espécies florestais
em viveiros, como a definicdo da época ideal da colheita das sementes, a
disponibilidade de sementes em quantidade e qualidade e a heterogeneidade do
material vegetal (FERRARI, 2004; SIMAO et al., 2007; DIAS et al., 2012; DIAS et
al., 2015). Neste caso, a propagacgéo do pinheiro bravo por semente pode resultar
em mudas desuniformes.

A auséncia de um método eficiente de propagacao vegetativa da espécie
pode ser, ainda, uma limitacdo para o melhoramento genético, e, para tal, a
implementac&o da técnica de estaquia podera vir a ser decisiva para auxiliar na
propagacao da espécie (DIAS et al., 2015). A propagacao por meio da estaquia €

largamente reconhecida como método viavel economicamente para o
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estabelecimento de plantios clonais, podendo ser utilizadas para fins comerciais,
assim como auxiliar no resgate e conservacado de recursos genéticos florestais
(DIAS et al., 2015).

Entre os fatores que influenciam o processo de propagacdo vegetativa,
aplicacdes de reguladores de crescimento tém possibilitado o enraizamento de
estacas (BRONDANI et al., 2008; DIAS et al., 2015). As auxinas sao
fitorreguladores e normalmente sdo consideradas as principais substancias
indutoras do enraizamento adventicio, principalmente em espécies de dificil
enraizamento (DIAS et al., 2012; TAIZ; ZEIGER, 2013; PONTES FILHO et
al., 2014). Dentre as auxinas, a mais utilizada para o enraizamento adventicio e a
que tem apresentado melhores resultados para a maioria das espécies florestais é
o acido indol-3-butirico, conhecido como AIB (WENDLING et al., 2005;
VALMORBIDA et al., 2008; DIAS et al., 2012). Ademais, o tipo da estaca utilizada
também pode afetar a inducdo de raizes nas plantas, devido a existéncia de uma
variagao fisiolégica ao longo do ramo, onde estacas provenientes de diferentes
por¢cdes do mesmo ramo tendem a diferir quanto ao enraizamento (FACHINELLO
et al., 2005; DIAS et al., 2015). O comprimento da estaca pode influenciar tanto nas
reservas de carboidratos como no volume de auxinas enddégenas, o que
proporciona maior sobrevivéncia, emissao mais rapida de raizes e, afeta o numero
e tamanho das brotagbes produzidas durante o crescimento inicial (BRAGA et al.,
2006; PONTES FILHO et al., 2014).

Para o P. lambertii, nao foram encontrados na literatura trabalhos
abordando a propagacéao vegetativa via estaquia, de forma que a definicdo deste
protocolo em viveiro constitui uma demanda promissora para a produgcdo de mudas
da espécie, contribuindo sobremaneira para consolidar a base de uma silvicultura
clonal para fins comerciais.

Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver uma metodologia para a
propagagado vegetativa do pinheiro bravo (Podocarpus lambertii) via estaquia,
avaliando o efeito do AIB em diferentes tipos de estacas e nas quatro esta¢des do

ano.
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3.2 MATERIAL E METODOS

O material vegetativo de Podocarpus lambertii (Klotzsh ex Endl), foi coletado
no municipio de Colombo PR Brasil, sob as coordenadas 25°15'06.5” de latitude
Sul e 49°09'26.8” de longitude Oeste, 883 m de altitude.

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Setor de Ciéncias
Agrarias, da Universidade Federal do Parana, em Curitiba — PR. O material
vegetativo utilizado consistiu de ramos oriundos de 5 plantas matrizes com mais de
30 anos e uma altura média de 10 metros, as quais estavam a campo e nao
receberam nenhum trato cultural como adubacgao.

O material foi coletado nos meses de fevereiro (verdo), maio (outono),
agosto (inverno) e novembro (primavera) do ano de 2017. A partir destes ramos
foram confeccionadas estacas caulinares semi lenhosas variando entre 10 — 13 cm
de comprimento e estacas semi lenhosas com 5 cm de comprimento do primeiro e
segundo segmento caulinar (FIGURA 3.1). O corte foi feito em bisel na base e corte
reto no apice, sendo mantidas quatro folhas na porcao apical. Apés a confeccao,
estas foram submetidas a desinfestacdo em hipoclorito de sodio a 0,5% durante 5

minutos, sendo posteriormente lavadas trés vezes com agua.

FIGURA 3.1- TIPOS DE ESTACA DE Podocarpus lambertii. ESTACAS DE 10 CM (A); ESTACAS
DO PRIMEIRO SEGMENTO (B) E DO SEGUNDO SEGMENTO (C).
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Foram testados 5 tratamentos: 0 (4gua destilada), 500, 1000 e 2000 mg L'
de acido indolbutirico (AlIB) e uma solugao hidroalcodlica. Apds as estacas foram
plantadas em tubetes de polipropileno com capacidade de 53 cm3, contendo
vermiculita de granulometria fina.

O experimento, em todas as esta¢des do ano, foi conduzido em casa de
vegetagdo climatizada com nebulizag&o intermitente. Ap6s 90 dias da instalagao
dos experimentos, em cada estagdo do ano, foram avaliadas as seguintes
variaveis: porcentagem de sobrevivéncia, porcentagem de estacas enraizadas
(estacas vivas que apresentaram raizes de, no minimo 1 mm de comprimento,
podendo ou ndo apresentar calos); estacas com calos (vivas, sem raizes com
formacao de massa celular indiferenciada na base); tamanho da maior raiz; numero
de raizes; estacas com brotacbes (estacas que formaram novas brotacdes no
apice).

Os dados foram avaliados como DIC com arranjo fatorial de 3 (tipos de
estacas) x 5 (concentracdes) x 4 (épocas), com 5 repeticdes de 10 estacas cada.
Devido as particularidades deste experimento as variancias dos tratamentos foram
testadas quanto a homogeneidade pelo teste de Shapiro-Wilkk a 5% de
significancia. As variaveis dos tratamentos se mostraram homogéneas, e foram
submetidas a analise de variancia e, quando apresentaram diferencas significativas
pelo teste F, tiveram suas médias comparadas pelo teste de Student-Newman-
Keuls (SNK) ao nivel de 5% de probabilidade, e seus dados expressos em

porcentagem, utilizando o software estatistico R.
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve a interacdo entre época de coleta e tipo de estaca, para a
sobrevivéncia das estacas de Podocarpus lambertii aos 90 dias. A melhor estacao
para a sobrevivéncia das estacas de Podocarpus lambertii foi observada no outono
com 86,4% (TABELA 3.1). A porcentagem de sobrevivéncia foi diferente para os
tipos de estacas no inverno e na primavera, aquelas com 5 cm do primeiro e
segundo segmento obtiveram diferencas significativas, quando comparadas com as
estacas de 10 cm (TABELA 3.1). Essa taxa de sobrevivéncia pode ser resultado

das boas condi¢des climaticas durante a realizacédo do experimento e também da
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boa capacidade da espécie em sobreviver ap6s a confeccdo das estacas
(NAVROSKI, 2015). Gerding et al. (1996) estudando a propagacao vegetativa de
Podocarpus nibigena alcangaram de 93 — 100% de sobrevivéncia das estacas apos

4 meses.

TABELA 3.1 — PORCENTAGEM DE SOBREVIVENCIA DAS ESTACAS DE Podocarpus lambertii
APOS 90 DIAS COLETADAS EM QUATRO ESTACOES DO ANO.

TIPO DE ESTACA

EPOCA
10 cm 2 segmento (5 cm) 1 segmento (5 cm)
Verao 47,6 b A 57,2 c A 47,2 c A
Outono 856 a A 86,4 a A 78,4 a A
Inverno 48,0 b B 59,6 c A 61,2 b A
Primavera 25,6 c B 73,6 b A 716 ab A

*Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem entre si
a 5%, pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK).

Para as concentragbes de AIB utilizadas houve diferenca estatistica, com a
maior porcentagem de sobrevivéncia para as estacas do primeiro e segundo
segmento, obtendo uma média de 70,0% quando foram avaliadas aos 90 dias.
Esse resultado demonstra que a aplicagdo de auxina exdgena pode elevar a
porcentagem de sobrevivéncia em estacas de Podocarpus lambertii. Porém a
aplicacado de AIB ndo apresentou diferenca estatistica para o numero de raizes e
tamanho da maior raiz em estacas de Podocarpus lambertii. Por outro lado Gerding
et al. (1996) estudando a propagacédo vegetativa de Podocarpus nibigena
alcancaram entre 20 e 87% de enraizamento, sem a utilizagao de auxina.

Ocorreu baixa porcentagem de enraizamento (inferior a 35%) nas estacas de
Podocarpus lambertii quando avaliadas aos 90 dias (TABELA 3.2). Para a
porcentagem de enraizamento houve a interacéo entre os fatores tamanho da
estaca e época de coleta. A época com maior porcentagem de enraizamento foi na
primavera com estacas do primeiro segmento atingindo 34,8% de enraizamento
aos 90 dias (TABELA 3.2). Provavelmente este resultado foi devido as
caracteristicas mais herbaceas deste tipo de estacas quando comparado aquelas
do segundo segmento.

O melhor tratamento para o numero de raizes foi na primavera para as
estacas do primeiro segmento e no outono, com 10 cm de comprimento (TABELA
3.3), as estacas estavam com baixo enraizamento (TABELA 3.2). Para as
concentragdes de AIB utilizadas ndo houve efeito significativo, somente a época e

tamanho de estaca. Os reguladores de crescimento nem sempre garantem uma
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boa resposta na formacdo de raizes, pois as raizes sao sensiveis a essas
substancias (ALVARENGA; CARVALHO, 1983; DIAS, 1999; BOTIN; CARVALHO
2015). Segundo Botin e Carvalho (2015) a utilizagdo de reguladores vegetais busca
aprimorar quantitativamente e qualitativamente a produ¢cao de mudas em um curto
espaco de tempo. Os mesmo autores relatam que fatores enddégenos como:
juvenilidade, nutricdo mineral e aplicagdo de reguladores, bem como os exdgenos:
umidade do ar, temperatura, luminosidade e a disponibilidade hidrica podem afetar
diretamente o sucesso da propagagdo vegetativa. Outros trabalhos com
Podocarpus lawrencei utilizando o acido indolacético (AlA) o enraizamento das

estacas foi alcangcado ap6s 4 meses (KHAN,1968).

TABELA 3.2 - PORCENTAGEM DE ENRAIZAMENTO DE DIFERENTES TIPOS DE ESTACAS DE
Podocarpus lambertii NAS ESTACOES DO ANO APOS 90 DIAS.

TIPO DE ESTACA

EPOCA

10 cm 2 segmento (5cm) 1 segmento (5cm)

Verao 5,6 b A 0,0 b A 0,0 c A
Outono 29,6 a A 4,8 ab C 12,8 b B

Inverno 6,0 b A 8,0 a A 12,8 b A

Primavera 3,6 b B 7,6 a B 34,8 a A

*Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem entre si
a 5%, pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK).

TABELA 3.3 — NUMERO DE RAIZES EM DIFERENTES TIPOS DE ESTACAS DE Podocarpus
lambertii NAS ESTACOES DO ANO AOS 90 DIAS.

TIPO DE ESTACA

EPOCA
10 cm 2 segmento (5cm) 1 segmento (5¢cm)
Verao 0,11 b A 0,00 a A 0,00 d A
Qutono 0,86 a A 0,08 a C 0,50 b B
Inverno 0,16 b A 0,24 a A 0,31 c A
Primavera 0,10 b B 0,10 a B 0,82 a A

*Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem entre si
a 5%, pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK).

A porcentagem de enraizamento foi baixa aos 90 dias. O enraizamento
adventicio é um processo organogénico pos-embrionario em que novos
meristemas da raiz sao induzidos a partir de uma sequéncia regulamentada da
proliferacao e diferenciagéo celular, na posigdo onde as raizes normalmente nao se
originariam (ROLLI et al.,, 2012; BOTIN; CARVALHO, 2015). A capacidade de
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enraizamento depende de fatores enddgenos e exdgenos, como influencias
fisioloégicas, idade e fase ontogenética da planta méae, luz, temperatura e
composi¢cédo do meio de nutricdo (NEMETH, 1986; BOTIN; CARVALHO, 2015).
Com relagdo ao comprimento da maior raiz, houve interagdo entre época e
tipo de estaca. Somente as estacas de P. lambertii do primeiro segmento
apresentaram diferenca estatistica (TABELA 3.4). Nao houve diferenca entre as
doses utilizadas. De acordo com Alvarenga e Carvalho (1983), Dias (1999) e Botin
e Carvalho (2015), as concentragdes de reguladores empregadas devem ser ideais
para cada espécie, pois qualquer acréscimo além do necessario torna-se inibitério.
Esse fato possivelmente esta relacionado ao efeito fitotoxico que a auxina pode ter
em concentragdes mais elevadas (ROCHA et al., 2004; NAVROSKI et al., 2014).

TABELA 3.4 — COMPRIMENTO (CM) DA MAIOR RAIZ DE DIFERENTES TIPOS DE ESTACAS DE
Podocarpus lambertii APOS 90 DIAS NAS ESTACOES DO ANO.

TIPO DE ESTACA

EPOCA
10 cm 2 segmento 1 segmento
Verao 0,14 a A 0,00 b A 0,00 b A
Outono 0,28 a AB 0,11 b B 0,44 a A
Inverno 0,10 a B 0,39 a A 0,40 a A
Primavera 0,10 a B 0,13 b B 0,43 a A

*Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem entre si
a 5%, pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK).

Houve uma alta formacéo de calos na base das estacas, os quais podem,
durante algum tempo, realizar a fungao das raizes, ou seja, absorcdo de agua e
sais minerais (HARTMANN et al., 2011; NAVROSKI et al., 2014). Em todos os
tratamentos e épocas foi observada o desenvolvimento de calos,
independentemente da presenca ou concentragcdo de AIB (TABELA 3.5), esta
formacado & associada a espécies de dificil enraizamento (HARTMANN, 2011;
XAVIER et al., 2013).

Nas estacas do segundo segmento que foram coletadas na primavera foi
observada a maior formacgao de calos (TABELA 3.5). Novamente nao foi observada
a diferenca significativa entre as doses utilizadas, somente houve a interagéo entre
época e tipo de estaca. Hartmann et al. (2011), relatam que em algumas espécies
a formacao de calo € um precursor da formacéo de raizes adventicias. Além disso,

conforme os mesmos autores, a formagcao de calos pode ser benéfica em plantas
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que enraizam lentamente, como o Podocarpus, pois proporciona uma capa

protetora que retarda o aparecimento da podridao.

TABELA 3.5 — PORCENTAGEM DE CALOGEN~ESE EM DIFERENTES TIPOS DE ESTACAS DE
Podocarpus lambertii NAS ESTACOES DO ANO.

TIPO DE ESTACA

EPOCA
10 cm 2 segmento 1 segmento
Veréo 26,8 c A 12 c B 14 b B
Outono 78.4 a A 78,8 b A 756 @ A
Inverno 67,2 b A 76,4 b A 65,2 a A
Primavera 24 C C 90,8 a A 70,8 a B

*Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem entre si
a 5%, pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK).

Observa-se que o maior numero de brotagdes de estaca aos 90 dias foi
obtido no inverno com estacas de 10 cm de comprimento e no outono com estacas
do primeiro segmento (TABELA 3.6).

TABELA 3.6 — NUMERO DE ESTACAS COM BROTACOES _EM DIFERENTES TIPOS DE
ESTACAS DE Podocarpus lambertii NAS ESTACOES DO ANO.

TIPO DE ESTACA

EPOCA
10 cm 2 segmento 1 segmento
Verao 0,04 b A 0,00 b A 0,00 c A
Outono 0,05 b B 0,00 b B 0,28 a A
Inverno 0,56 a A 0,10 a B 0,10 b B
Primavera 0,00 b B 0,12 a A 0,04 bc AB

*Médias seguidas pela mesma letra, minuscula na coluna e mailscula na linha, nao diferem
entre si a 5%, pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK).

Novamente ocorreu a interagdo entre época e tipo de estaca, e ndo houve
diferenca significativa para as doses de reguladores utilizadas. Esse resultado
sugere que as condigdes ambientais influenciam na brotagdo das estacas,
Fachinello et al. (1995) afirmam que temperaturas mais elevadas podem
proporcionar a brotacdo das gemas sem que haja formacgéo de raizes, provocando
perda de umidade da estaca sem absor¢cdo de agua e tornando a brotagao
indesejavel para o sucesso da estaquia. Porém, Rosa et al. (2017) relatam que a
presenca e folhas e brotagdes € importante para o transporte polar basipeto de
auxina, devido a producao de auxina nas folhas jovens e nas gemas das brotacoes,
esse transporte direciona o hormdnio para a base da estaca, promovendo a

formacgéao das raizes.
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A aplicacdo do regulador de crescimento de plantas para a inducdo do
enraizamento de estacas de caule é muito relatada (HUSEN; PAL 2006, JANNAT
et al., 2017). Embora existam varios reguladores para indu¢cdo do enraizamento, o
acido indolbutirico (AIB) tem uma fungdo muito importante no enraizamento de
varias espécies (VERNIER; CARDOSO, 2013). Muitas espécies de plantas
tropicais foram propagadas vegetativamente com sucesso por estacas de caule
com a aplicagdo do regulador indutor de raiz AIB (JANNAT et al., 2017). No
entanto, Jannat e Hossain (2016), relataram que nas diferentes concentragbes de
AIB ocorreu diferenca no enraizamento para diferentes espécies. Jannat e
colaboradores (2017) trabalhando com Tali (Palaquium polyanthum Engl.)
verificaram a maior porcentagem de enraizamento (67%) em estacas tratadas com
AIB a 0,4% que é semelhante aos trabalhos de Jannat et al. (2016) que relataram
que Schleichera oleosa, mostrou melhores sucessos de enraizamento com 0,4%
de tratamentos de AIB.

Na comparacao entre os tipos de estacas de Podocarpus lambertii, observou-
se que estacas semi lenhosas de 10 cm de comprimento no outono e as do
primeiro segmento na primavera possuem maior porcentagem de enraizamento
aos 90 dias, maior numero de raizes, e independente do tipo de estaca o outono foi
a melhor época para a sua sobrevivéncia das estacas. Isto provavelmente se deve
a maior disponibilidade de nutrientes em estacas mais lignificadas, fazendo com
que as estacas se mantenham vivas. De acordo com Dutra e Kersten (1996), a
influéncia da época de estaquia no enraizamento de estacas ocorre por causa das
variagdes no conteudo dos co-fatores na formacgédo e na acumulagéo de inibidores
do enraizamento. Também o potencial de enraizamento pode ter sido influenciado
pelas condi¢cdes climaticas, sendo a temperatura um dos elementos mais
importantes do clima (MARTINS et al., 2015). O enraizamento de estacas envolve
divisbes mitéticas com gasto de energia que tem origem em inumeras reagdes
quimicas cuja velocidade e eficiéncia dependem da temperatura (MARTINS et al.,
2015). Segundo Zuffellato-Ribas e Rodrigues (2001), quando as estacas sao
coletadas no verao, os ramos estdo em pleno crescimento e apresentam maiores
doses de auxinas em relagdo aquelas que sdo retiradas no outono e inverno.

De modo geral, a interacao entre esses fatores permite melhor explicar as

causas do enraizamento, ou seja, quanto mais dificil o enraizamento de uma
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espécie, maior sera a importancia dos fatores envolvidos (FACHINELLO et al.,
2005; NIENOW et al., 2010).

3.4 CONCLUSAO

A utilizacao de AIB ndo tem influéncia no enraizamento de Podocarpus
lambertii. Entretanto, a primavera € a estacdo mais indicada para propagacgéo
vegetativa da espécie, preferencialmente utilizando estacas obtidas do primeiro

segmento nodal.
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4 MORFOGENESE DOS RAMOS SECUNDARIOS DA Araucaria angustifolia
(BERTOL.) KUNTZE APOS PROPAGAGAO VEGETATIVA

RESUMO

Uma das dificuldades no desenvolvimento de um método eficaz de propagacao
vegetativa da Araucaria angustifolia € a obtencdo de grande quantidade de
brotacées com habito ortotrdpico, devido ao dimorfismo dos seus ramos. Assim o
objetivo deste trabalho foi descrever o comportamento morfolégico e o tropismo
dos ramos secundarios de A. angustifolia propagados por enxertia e estaquia.
Foram conduzidos trés experimentos entre 2006 e 2017, sendo dois com enxertia e
um com estaquia. Os propagulos de grimpas foram obtidos de uma planta matriz
adulta e submetidos a enxertia e estaquia em 2006. No terceiro experimento foram
utilizados propagulos de grimpas enraizadas (do segundo experimento) mantidas
tutoradas em viveiro para enxertia em porta enxertos de aproximadamente dois
anos. Os resultados apontaram diferengas marcantes no desenvolvimento e na
morfogénese das grimpas de A. angustifolia enxertadas e enraizadas. Enxertos de
ramos secundarios tem crescimento plagiotrépico, sem ramificacdo e tempo de
vida limitado, com senescéncia e morte apdés 3-5 anos. Estacas de ramos
secundarios permanecem vivas apdés 11 anos, com crescimento plagiotropico e
rasteiro necessitando de tutoramento. Seus ramos terciarios sdo organizados em
verticilos bem definidos. Estudos devem ser realizados para verificar a existéncia
de um possivel mecanismo fisioldgico durante o processo de enraizamento
responsavel pela longevidade dos ramos secundarios e simetria na ramificagéo.
Enxertos com propagulos de grimpa enraizadas mantém as caracteristicas do
material de origem, porém apresentam maior engrossamento e estabilidade na
planta, ndo necessitando de tutoramento, como verificado na enxertia de ramos

secundarios obtidas de plantas adultas.

Palavra-chave: Enxertia. Estaquia. Plagiotropismo.
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MORPHOGENESIS OF THE SECONDARY BRANCHES OF Araucaria
angustifolia (BERTOL.) KUNTZE AFTER VEGETATIVE PROPAGATION

ABSTRACT

One of the difficulties in the development of an effective method for vegetative
propagation of Araucaria angustifolia is obtaining a large quantity of shoots with
ortothropic habit, due to the dimorphism of its branches. Thus, the objective of this
work was to describe the morphological behavior and tropism of the secondary
branches of A. angustifolia propagated by grafting and cutting. Three experiments
were conducted between 2006 and 2017, two with grafting and one with cuttings.
Aciculated branch propagules were obtained from an adult matrix plant and
submitted to grafting and cutting in 2006.In the third experiment, rooted aciculated
branch propagules (from the second experiment) were maintained tutored in the
nursery for grafting on approximately two year old rootstocks. The results showed
differences in the development and morphogenesis of grafted and rooted A.
angustifolia aciculated branch propagules. Grafts of secondary branches have
plagiotropic growth, with no ramification and limited lifetime, with senescence and
death after 3-5 years. Cuttings of secondary branches remain alive after 11 years,
with plagiotropic and creeping growth, requiring tutoring. Its tertiary branches are
arranged in well-defined whorls. Studies should be performed to verify the existence
of a possible physiological mechanism during the rooting process responsible for
the longevity of the secondary branches and symmetry in the ramification. Grafts
with rooted aciculated branch propagules maintain the characteristics of the original
material, but present a greater thickening and stability in the plant, not needing to be

tutored, as verified in the grafting of secondary branches obtained from adult plants.

Key words: Grafting. Cuttings. Plagiotropism.

4.1 INTRODUCAO

Araucaria angustifolia conhecida popularmente como pinheiro do Parana, ou
araucaria é uma conifera nativa do Brasil com importancia econémica e ecoldgica
(MARAN et al.,, 2016; GASPARIN et al., 2017; ZANETTE et al.,, 2017). Seu

interesse econdmico esta relacionado, principalmente, ao seu tronco que da
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suporte a uma copa com arquitetura muito caracteristica. Segundo Carvalho (1994)
e Zanette et al. (2017), apresenta tronco reto e cilindrico, com verticilos bem
definidos (8 a 15), dependendo da idade da planta, cada um contando com 6 a 8
ramos dispostos radialmente, onde se originam as pinhas, cujo produto (pinh&o)
também €& de grande interesse comercial. Ainda segundo os autores, 0os ramos
primarios e secundarios sao de habito plagiotrépico, ocasionando o crescimento
lateral. Os ramos secundarios sao conhecidos por grimpas ou sapés e contém as
folhas denominadas de aciculas (CARVALHO, 1994; ZANETTE et al., 2017).

E uma espécie componente da Floresta Ombroéfila Mista (ZANETTE et al.,
2017), inclusa na lista da IUCN de espécies ameacadas de extingdo como
criticamente ameacada (THOMAS, 2013), devido a intensa exploragdo de sua
madeira e da abertura de novas frentes agricolas (ZANETTE et al., 2017). Sua
propagacao é predominantemente por sementes (CARVALHO, 1994; OLIVEIRA et
al., 2014), que apresentam caracteristicas recalcitrantes e, portanto, tempo limitado
de conservacao (ROBERTS, 1973; CARVALHO, 1994), restringindo a produgéo de
mudas a poucos meses do ano.

Uma alternativa para a conservagao da espécie segundo Pijut et al. (2011) e
Wendling e Brondani (2015), é o desenvolvimento de métodos de propagacgao
vegetativa. Nesse sentido, a enxertia e a estaquia tém sido estudadas como
métodos potenciais para a propagacao da araucaria (ZANETTE et al., 2011;
CONSTANTINO; ZANETTE, 2015; WENDLING; BRONDANI, 2015), embora ainda
apresentem problemas, relacionados principalmente com o tropismo dos ramos. A
espécie apresenta dimorfismo de ramos, caracteristica marcante de todas as
plantas da familia Araucariaceae e também verificada no cafeeiro. De acordo com
Carvalho et al. (1950), este fenbmeno se caracteriza por uma diferenciacéo
somatica permanente em que propaga-se diferentes ramos por propagagao
vegetativa. Portanto, como a copa da araucaria € constituida predominantemente
por ramos plagiotropicos, o principal problema é a dificuldade de obtencédo de
brotagbes com habito de crescimento ortotropico (ZANETTE et al., 2011,
WENDLING et al., 2017). Zobel e Talbert (1984) relataram que quando enxertados
propagulos de origem plagiotropica, as brotagdes assumem crescimento desviado
da vertical e crescem de forma similar a um ramo lateral. Este fendbmeno ja tinha
sido detectado por Gurgel e Gurgel Filho (1967) trabalhando com a enxertia em A.

angustifolia. Os autores notaram diferengcas no crescimento de enxertos realizados
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com ramos ortotropicos e plagiotropicos. De acordo com Wendling et al. (2009),
Zanette et al.( 2011) e Constantino e Zanette (2015), apenas propagulos de origem
ortotrépica desenvolvem copa normal, portanto sdo os indicados para o resgate e
multiplicagdo da araucaria.

Devido a escassez de ramos ortotropicos, Constantino e Zanette (2015)
enxertaram propagulos de origem ortotropica em ramos primarios plagiotropicos
buscando a multiplicagéo de borbulhas. Como resultando obtiveram brotagcdes com
crescimento  ortotropico, cujas ramificagbes primarias apresentavam-se
organizadas em verticilos bem definidos. O alto percentual de sobrevivéncia indicou
que houve boa unido dos tecidos cambiais, apesar da diferenga morfoldgica entre
tronco (enxerto) e ramos (porta-enxerto). Nesse sentido, o crescimento ortotrépico
nao é influenciado pelo porta-enxerto, mas pela origem do propagulo, indicando
haver uma memoria celular fixada que define o crescimento do enxerto. Assim, se
obtido do tronco tera comportamento morfogénico semelhante a de uma planta
produzida a partir de semente; se obtido de ramo, se comportara como tal.

Os diferentes comportamentos de crescimento e desenvolvimento dos
caules (tronco, ramos) da A. angustifolia, onde um nao regenera outro, configura
um fendmeno de interesse tedrico e pratico, principalmente quando o objetivo é a
propagacao vegetativa da espécie. Resta, porém, compreender o comportamento
morfogénico das grimpas, uma vez que se comportam como folhas e tem tempo de
vida limitado. Devido a auséncia de informac¢des sobre o assunto, o objetivo deste
trabalho €& descrever o comportamento de crescimento de ramos secundarios

“grimpas” da A. angustifolia, submetido a enxertia e estaquia.

4.2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado entre 2006 e 2017 no viveiro do GEVA do
Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo da UFPR (25°25’ de latitude Sul e
49°16’ de longitude Oeste), e 934 m de altitude em Curitiba, PR.

Foram realizados trés experimentos, cada um contando com 20 plantas,

conforme descrigédo a seguir:
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4.2.1 Experimento | - Enxertia de grimpas por garfagem em porta-enxerto jovem

Foi utilizada a técnica de enxertia por garfagem, conforme Zanette et al.
(2011). Os procedimentos foram realizados no més de margo de 2006 em casa de
vegetacdo utilizando porta-enxertos jovens de aproximadamente oito meses de
idade e 40 cm de altura, produzidos a partir de sementes.

Os garfos foram coletados de ramos secundarios (grimpa) de uma planta
fémea adulta de araucaria da variedade “Sao José€”, localizada dentro do préprio
viveiro. A enxertia ocorreu no mesmo dia, logo apdés a coleta do material. Apds
cinco meses os enxertos foram transferidos para o solo no viveiro do Departamento
de Fitotecnia e Fitossanitarismo, onde permaneceram por cinco anos, durante o
periodo de avaliacdo do experimento. Parte dos enxertos foram tutorados com
auxilio de estacas de bambu e conduzidos na vertical (FIGURA 4.1-G e H). As
brotagcbes foram avaliadas quanto a sobrevivéncia, morfologia e dire¢do do

crescimento.
4.2.2 Experimento Il - Enraizamento de grimpas da A. angustifolia

A estaquia foi realizada em margo de 2006. As estacas foram preparadas
com 5 cm de comprimento e, na metade basal, as aciculas foram retiradas e o
corte foi realizado em bisel. Apds o processo de desinfestacéo, a base das estacas
foram imersas por um minuto em solugédo de acido indol-3-butirico (3000 mg.L") e
plantadas em bandejas contendo vermiculita como substrato, permanecendo em
casa de vegetagcdo com nebulizag&o intermitente por 13 meses.

ApoOs o enraizamento, as plantas foram transferidas para sacos plasticos
com substrato e mantidas em casa de vegetacdo por 11 meses e depois
transferidas para viveiro em ambiente aberto, em solo a pleno sol. As plantas foram
tutoradas com auxilio de estacas de bambu e conduzidas na vertical (FIGURA 4.2-
D e E). As plantas foram avaliadas quanto a morfologia e as brotagcbes da base da

estaca em relacao a dire¢ao do crescimento e disposicdo dos ramos.

4.2.3 Experimento Il - Enxertia propagulos retirados das grimpas enraizadas
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Foram realizados dois tipos de enxertia: por placagem e por garfagem de
topo (FIGURA 4.1- A e C), conforme Zanette et al. (2011), em maio de 2011. Os
propagulos utilizados como enxertos foram retirados do eixo principal de grimpas
propagadas por estaquia (FIGURA 4.2- F), com 5 anos de idade, cultivadas
tutoradas no viveiro do GEVA.

Os porta-enxertos foram produzidos a partir de sementes e possuiam cerca
de dois anos de idade e 80 cm de altura quando enxertados.

As plantas enxertadas permaneceram no viveiro até que o enxerto atingisse
em torno de 15 cm. Oito plantas foram plantadas no solo no viveiro do GEVA e o
restante na Estacdo Experimental do Canguiri, para avaliagao futura.

Os enxertos foram avaliados quanto a morfologia, diregdo de crescimento e

disposigcédo dos ramos.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Experimento | — Enxertia de grimpas

Na FIGURA 4.1 sédo apresentadas as duas técnicas de enxertia: placagem
(A) e garfagem (B). As demais figuras mostram os resultados da enxertia e o
comportamento de crescimento dos enxertos (FIGURA 4.1 -C,D, E, F, G, H, I).

Os ramos secundarios enxertados mantiveram as mesmas caracteristicas do
local de onde foram obtidos. No entanto, se apresentaram alongados e néo
emitiram ramificagéo (terciaria), como geralmente verificado na araucaria (FIGURA
4.1-F).

Na regido do enxerto foi observada lignificagdo, € mesmo assim, foi
necessario o tutoramento para o enxerto permanecer na vertical (FIGURA 4.1-F e
H).

O tempo de vida dos enxertos foi de 4 a 5 anos. Este comportamento pode
ter sido em decorréncia de fatores enddégenos do ramo, uma vez que normalmente
0s ramos secundarios da araucaria tem um periodo de vida limitado entre 5 a 7
anos (IRITANletal.,1992; ZANETTE et al., 2017).
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FIGURA 4.1 - ENXERTIA DE RAMO SECUNDARIO DE A. angustifolia POR PLACAGEM
LENHOSA (AB). DETALHE DA CICATRIZACAO DO ENXERTO (C).
CRESCIMENTO PLAGIOTROPICO DOS ENXERTOS (D,E) COM DETALHE DO
CALO FORMADO (D). CRESCIMENTO PLAGIOTROPICO DO RAMO ENXERTADO,
COM AUSENCIA DE RAMIFICACOES (F). ENXERTOS COM TUTORAMENTO E
SEM TUTORAMENTO (G). SENESCENCIA E MORTE DOS ENXERTOS APOS
CERCA DE 3-5 ANOS, TANTO ENXERTOS TUTORADOS (H) QUANTO NAO
TUTORADOS (I), INDICADOS POR FLECHAS PRETAS. FLECHAS BRANCAS
INDICAM AS BROTACOES DO PORTA-ENXERTO. FOTOS: FLAVIO ZANETTE.
MONTAGEM DA PRANCHA: CRIZANE HACKBARTH.

A Araucaria pertence a familia Araucariaceae e nesta familia os ramos
secundarios, quando presentes, sao caracterizados por um crescimento
determinado em comprimento e didmetro e s&o considerados os 6rgaos

predominantes da fotossintese (VEILLON, 1981). Poucas espécies da familia
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Araucariaceae apresentam abscisado individual de folhas, sendo mais comum a
abscisdao dos ramos, o que torna isto uma caracteristica comum da familia
(BURROWS et al.,, 2007). Algumas informagbes sdo encontradas na literatura
sobre o tempo de vida limitada dos ramos secundarios da araucaria (IRITANIetal.,
1992; WENDLING, 2011; ZANETTE et al., 2017).

Em Wollemia nobillis, espécie recém-descoberta da familia Araucariaceae, a
abscisao ocorre em ramos primarios, e esta associada a constricdo do xilema na
base do ramo, de forma tdo pronunciada que restringe o fornecimento de agua
para o ramo e folhas (BURROWS et al., 2007). Este mesmo fenédmeno poderia ser
a causa da abscisdo das grimpas na A. angustifolia.

Outra hipotese para morte do enxerto € a incompatibilidade entre o enxerto e
porta-enxerto (KAGEYAMA; FERREIRA, 1975). Em algumas plantas foi observada
a formacao de calo na regiao do enxerto (FIGURA 4.1-D). Condi¢cao semelhante na
formacao de calo também foi relatada por Iritani et al. (1992) e Wendling (2011).

Apesar do tempo de vida limitado, as grimpas se formam na extremidade
dos ramos primarios, sao flexiveis e tém crescimento anatrdpico (sem direcéo
preferencial). Seu plastocromo (ritmo de formagao) é continuo, enquanto viver a
planta (ZANETTE et al., 2017).

Os ramos de A. angustifolia exibem dimorfismo (ZANETTE et al., 2011,
2017; HACKBARTH et al., 2017), sendo que os ramos primarios e os secundarios
apresentam crescimento desviado da vertical (plagiotrépico) (WENDLING et al.,
2017).

Ramos plagiotropicos utilizados na enxertia e estaquia sao incapazes de
formar um individuo com copa completa, porque mantém sua forma de crescimento
lateral e sédo incapazes de formar um dossel completo (KAGEYAMA; FERREIRA,
1975, IRITANI et al., 1992; ZANETTE et al., 2011; WENDLING et al., 2011). Essa
caracteristica permanece mesmo que sejam enxertados em uma haste ortotrépica
(ZANETTE et al., 2011).

O plagiotropismo caracteriza-se por uma diferenciagdo somatica, que é
permanente em A. angustifolia, cujos mecanismos de regulacdo sao complexos e
necessitam de mais estudos para esclarecimento (KAGEYAMA; FERREIRA 1975).
Hackbarth et al. (2017) encontraram diferengas nos aminoacidos de tronco, ramos

e grimpas de A. angustifolia.
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Embora o plagiotropismo dos ramos seja um limitador para a enxertia em
araucaria, varios trabalhos tém demonstrado a viabilidade da técnica (ANSELMINI
e ZANETTE 2008; WENDLING et al., 2009; ZANETTE et al, 2011;
CONSTANTINO e ZANETTE 2015; WENDLING et al., 2017). Ha, no entanto, a
necessidade do aperfeicoamento de técnicas que induzam brotagdes de
crescimento vertical (ortotropico) ao longo do tronco, ou que seja montado jardins
clonais para fornecimento de borbulhas, suficientes para enxertia em larga escala
(WENDLING et al., 2017).

4.3.2 Experimento || — Estaquia de grimpas

Na FIGURA 4.2 sao apresentados os resultados da estaquia com
propagulos de ramos secundarios.

Foi alcancada uma taxa de enraizamento em torno de 40% para o
enraizamento de estacas de grimpa de araucaria, com bom sistema radicial
(FIGURA 4.2-A). Segundo Wendling et al. (2017b), a estaquia em araucaria tem
comportamento semelhante a de outras coniferas, quase sempre definidas como
espécies de dificil enraizamento, principalmente quando os propagulos tém origem
em plantas adultas.

Devido ao dimorfismo que a espécie apresenta, os propagulos utilizados
devem ser de origem ortotropica (WENDLING et al., 2017b). Porém, segundo os
autores, os resultados apresentados até o momento para a estaquia de araucaria
nao condizem com o sucesso esperado pelo uso desta técnica para fins
comerciais, nao ultrapassando os 25% (IRITANI; SOARES, 1983), 30%
(WENDLING; BRONDANI, 2015) e 53,7% (WENDLING et al., 2016b).

Os resultados tém inviabilizado o uso do processo em escala comercial por
uma série de limitagbes, principalmente em relagcdo aos baixos indices de
enraizamento de material adulto, habito de crescimento das brotagdes, entre outros
(WENDLING et al., 2017b). Contudo a utilizacédo da técnica de miniestaquia,
promoveu avangos na propagacado vegetativa da espécie, com a obtencdo de
maiores indices de enraizamento e consequente diminuicdo ou mesmo eliminagéo
do uso de reguladores vegetais para indugdo radicial, aléem do aumento
consideravel na taxa de multiplicagcdo de gendétipos selecionados (WENDLING et
al., 2017b).
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FIGURA 4.2- ESTACAS ENRAIZADAS DE RAMOS SECUNDARIOS DE A. angustifolia (A).
ESTACAS COM TUTORAMENTO EM CASA DE VEGETAGCAO (B). ESTACA COM
CRESCIMENTO PLAGIOTROPICO RENTE AO CHAO, PLANTADA EM LOCAL
DEFINITIVO, COM RAMIFICACOES BILATERAIS ORGANIZADAS EM VERTICILOS
(C, J). ESTACA COM TUTORAMENTO, COM DETALHE DAS RAMIFICACOES
ORGANIZADAS EM VERTICILOS (D,E). RAMIFICAGAO DO QUARTO VERTICILO
DA ESTACA EM SIMETRIA RADIAL (F). ENXERTO DE PROPAGULO RETIRADO
DA ESTACA DOS RAMOS SECUNDARIOS DE A. ANGUSTIFOLIA (G).
CRESCIMENTO PLAGIOTROPICO DO RAMO ENXERTADO, SEM
TUTORAMENTO, E COM RAMIFICAGOES ORGANIZADAS NOS VERTICILOS E

SIMETRIA RADIAL (H,l). FOTOS: FLAVIO ZANETTE (AB,CD,EF,GH,) E

CAROLINE FRIZZO (J). MONTAGEM DA PRANCHA CRIZANE HACKBARTH.

= p— . ‘.f
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Da mesma forma que na enxertia de grimpa, estacas de grimpas enraizadas
também apresentaram crescimento plagiotropico, rente ao ch&o, caracteristico
deste tipo de ramo (FIGURA 4.2-C), sendo necessario tutora-las para manté-las na
vertical (FIGURA 4.2- D e E). Porém, diferente da enxertia, as estacas se mantém
vivas atualmente, com mais de 11 anos, sem sinal de senescéncia, contrariando as
informagdes encontradas na literatura sobre o tempo de vida limitada dos ramos
secundarios da araucaria (IRITANI et al., 1992; WENDLING, 2011; ZANETTE et al.,
2017).

O crescimento das estacas é vigoroso resultando em maior espessura na
regido apical e menor na regido basal, onde é mais lignificada, contribuindo para a
incapacidade da estaca se manter estavel verticalmente.

Quando submetida a decepa do apice, a estaca também apresenta
brotacées numerosas e vigorosas com tendéncia de crescimento vertical (FIGURA
4.2- F), mas que se torna horizontal com o tempo.

Diversas brotagbes foram observadas na base das estacas evidenciando
uma basitonia, que é caracterizada pelo favorecimento da brotacdo das gemas
basais (STRASBURGER et al., 1994). As brota¢des apresentaram-se vigorosas,
algumas com crescimento inicial tendendo para vertical, tornando-se rasteiras com
o tempo, mostrando que independente do vigor inicial, o tropismo caracteristico
prevalece (FIGURA 4.2-J).

Geralmente na araucaria é observada a acrotomia, que € o predominio das
brotacdes do apice, e esta relacionada a dominancia/controle apical. A Araucaria
angustifolia pertence a familia Araucariaceae e possue polo meristematico na axila
de cada acicula, ou seja, células capazes de se diferenciarem quando livres da
dominancia apical (IRITANI et al.,, 1992; BURROWS, 2002; WENDLING et al.,
2017). A estaca dos ramos secundarios, apesar de estar livres do efeito do controle
apical, observado naturalmente na A. angustifolia, ndo foi capaz de exercer este
controle sobre novas brotacbes em sua base, além de manter o crescimento
plagiotrépico.

A ramificagcdo de grimpas enraizadas inicialmente é bilateral, geralmente até
o terceiro verticilo (FIGURA 4.2-C). A partir do quarto verticilo o numero de ramos
aumenta e a ramificacdo passa a ter simetria radial, com entren6s bem definidos

(FIGURA 4.2- E, F e J). Esse comportamento morfogénico é diferente do que foi
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observado na enxertia de grimpa, que nado apresentou nenhuma ramificagdo
(FIGURA 4.1).

Como existe hipétese de fatores enddgenos limitando a sobrevivéncia de
ramos secundarios enxertados, também existe a hipotese de um mecanismo
responsavel por alteragdes fisioldgicas, principalmente hormonais, desencadeado
durante o processo de enraizamento, com efeito na longevidade das grimpas e

mudanc¢a morfolégica definitiva.

4.3.3 Experimento Ill - Enxertia com propagulo de grimpas enraizadas

Conforme pode ser observado, a mudanga morfoldégica com as ramificacdes
organizadas em verticilos bem definidos persistiu com a enxertia de propagulos
retirados das plantas produzidas através da estaquia (FIGURA 4.2-H e |).

Diferente do observado na enxertia de grimpas obtidas de plantas adultas,
onde os enxertos tiveram tempo de vida limitado (FIGURA 4.1-H e 1), na enxertia
com propagulos obtidos das estacas enraizadas os enxertos permanecem vivos
atualmente, com quase sete anos. Os ramos enxertados, apesar de manterem o
crescimento plagiotropico, apresentaram um maior engrossamento e foram
capazes de se sustentarem sozinhos na planta, sem a necessidade de
tutoramento, diferentemente do que foi observado na estaquia.

O comportamento morfolégico diferenciado entre enxerto e porta-enxerto,
onde o primeiro tem crescimento em didmetro determinado e o segundo
indeterminado, impede uma interacdo perfeita entre ambos, provocando no
decorrer do tempo um processo de incompatibilidade. Além disso, a fungéo da

nova copa, na verdade é de um ramo secundario.

4.4 CONCLUSAO

Os resultados apontam diferengcas marcantes no desenvolvimento e na
morfogénese das grimpas de A. angustifolia enxertadas e enraizadas.
o Enxertos de ramos secundarios (grimpas) tém crescimento plagiotropico,
sem ramificacdo e tempo de vida limitado, com senescéncia e morte apos 3-

5 anos.
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o Estacas de ramos secundarios (grimpas) permanecem vivas ap6s 11 anos,
com crescimento plagiotropico e rasteiro necessitando de tutoramento. Seus
ramos terciarios sao organizados em verticilos bem definidos.

o Enxertos com propagulos de grimpas enraizadas mantém as caracteristicas
do local de origem. Porém apresentam maior engrossamento e estabilidade

na planta, ndo necessitando de tutoramento.
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5 POTENCIAL DE PRODUGAO DE BORBULHAS EM JARDIM CLONAL DE

Araucaria angustifolia (BERTOL.) KUNTZE

RESUMO

Araucaria angustifolia € uma espécie considerada em extincdo que tem sua
supressao proibida por lei, 0 que causa o pouco interesse em novos plantios. Uma
alternativa é direcionar o plantio visando a produ¢ado comercial de pinhdes por meio
de plantas enxertadas. No entanto, além da escassez de matrizes selecionadas
ainda se esbarra nas limitagdes relativas a origem da brotagdo (tronco e
galho). Desta forma o objetivo deste trabalho foi avaliar a quantidade e morfologia
de brotagcdes em matrizes enxertadas de Araucaria angustifolia mantidas em jardim
clonal, apés poda. O experimento foi instalado na Fazenda Experimental da UFPR
em plantas de um jardim clonal com trés anos. Foram avaliadas 12 plantas de cada
matriz (Kaiova e Multiflora). Para a indug&o das brotagdes foi feito a poda a 10 cm
acima da area enxertada em margo de 2017. A partir do inicio das brotagbes as
medi¢des ocorreram a cada 30 dias, por um periodo de seis meses, onde foram
avaliados: numero, altura e didmetro das brotacbes. No geral, foi constatado
numero expressivo de brotagdes por planta. A poda € uma alternativa para a
producao de propagulos ortotrépicos de matrizes selecionadas. A intensidade das
brotacbes, bem como seu crescimento em altura e didmetro, evidencia alta
capacidade de producdo de propagulos em um jardim clonal. O efeito da
dominancia apical € pouco significativo em brotagdes originadas da poda de

araucarias enxertadas ate os 6 meses.

Palavra-chave: Pinheiro do Parana; Propagacgédo; Dominancia apical; Propagulos;

POTENTIAL FOR PRODUCTION OF BUDS IN CLONAL FORESTRY OF
Araucaria angustifolia (BERTOL.) KUNTZE

ABSTRACT

Araucaria angustifolia is a species considered threatened with extinction, and has

its suppression forbidden by law, which causes little interest in new plantations. An
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alternative is to direct the planting for commercial production of pine nuts by grafted
plants. However, in addition to the scarcity of selected matrices, there are still
limitations regarding the origin of budding (trunk and branch). Thus, the objective of
this work was to evaluate the amount and morphology of sprouts in grafted matrices
of Araucaria angustifolia maintained in clonal forestry, after pruning.The experiment
was conducted in the Experimental Farm of UFPR in plants of a three year old
clonal forestry. Twelve plants of each matrix (Kaiova and Multiflora) were evaluated.
For the induction of sprouts, pruning was done 10 cm above the grafted area in
March 2017. From the beginning of the shooting, the measurements occurred every
30 days for a period of six months. The number, height and diameter of shoots were
evaluated. In general, it was verified a significant number of shoots per plant.
Pruning is an alternative for the production of orthotropic propagules of selected
matrices. The intensity of the shoots, as well as their growth in height and diameter,
evidences high capacity of propagules production in a clonal forestry. The effect of
apical dominance is insignificant in sprouts originated from the pruning of araucarias

grafted until the 6 months.

Key words: Pinheiro do Parana; Propagation; Apical dominance; Propagules.

5.1 INTRODUGCAO

A Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze, popularmente conhecida por
pinheiro do Parana ou araucéria, € uma espécie nativa do Brasil e dominante na
Floresta Ombrofila Mista, ou Mata de Araucarias (MARAN et al., 2016; PELISSARI
et al., 2016; GASPARIN et al., 2017; ZANETTE et al., 2017). E uma arvore que
fornece madeira de elevada qualidade para serraria, producado de papel e suas
sementes, conhecidas como pinh&o, sdo utilizadas na alimentagdo humana e pela
fauna silvestre (ELBL et al., 2014; ZANETTE et al., 2017).

A exploracéo desordenada e o desmatamento ocorrido com mais frequéncia
na segunda metade do século passado, resultaram em uma drastica reducédo da
Mata de Araucarias, o que levou a espécie A. angustifolia a ser considerada em
extincdo. Atualmente estima-se que restam aproximadamente 2% de sua area
original (THOMAS, 2013; ZANETTE et al., 2017).
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A. angustifolia pertence a familia Araucariaceae e possui polo meristematico
na axila de cada acicula, ou seja, células capazes de se diferenciarem quando
livres da dominancia apical (IRITANI et al., 1992; BURROWS, 2002; WENDLING et
al., 2017b). O crescimento da gema apical inibe o desenvolvimento das gemas
laterais (axilares), fendmeno fisiolégico conhecido como dominéancia apical, o qual
€ regulado pela auxina que € um hormdnio vegetal geralmente produzida no
meristema apical de plantas (TAIZ; ZEIGER, 2013). Segundo os autores, a poda
em geral, resulta no desenvolvimento de uma ou mais brota¢des laterais que antes
estavam inibidas pelo meristema apical.

Quanto a estrutura de copa, a A. angustifolia apresenta dimorfismo dos
ramos (ortotropicos e plagiotropicos). Essa caracteristica foi reportada ja nos
primeiros trabalhos sobre propagacao vegetativa da espécie (GURGEL; GURGEL-
FILHO, 1967; KAGEYAMA; FERREIRA, 1975), sendo apontada como um fator
limitador. Trabalhos recentes (CONSTANTINO e ZANETTE, 2015; WENDLING,;
BRONDANI, 2015; WENDLING et al., 2017) confirmam as limita¢gdes devido ao
plagiotropismo da espécie. No entanto, os autores alcangaram resultados positivos
utilizando propagulos de origem ortotropica, aqueles mais escassos na planta. A
técnica de enxertia mais recomendada foi a borbulhia de placa.

Para contornar a escassez de material propagativo foram propostas diversas
técnicas para a sua multiplicagdo, onde se destacaram a indugao de brotacdes por
meio da decepa na base da planta para a estaquia (WENDLING et al., 2017 a),
apesar de legalmente proibida em araucarias nativas, e a poda do apice para
obtencéo de brotagdes para enxertia (WENDLING et al., 2009), mais indicada
devido resultar em brotagdes fisiologicamente mais maduras.

Outra técnica complementar, que também pode ser usada para multiplicagéo
de material oriundo do resgate de matrizes selecionadas, € a enxertia temporaria
em ramos plagiotropicos da araucaria (CONSTANTINO e ZANETTE, 2015). De
acordo com os autores, essa técnica é indicada quando ndo ha porta-enxertos
disponiveis para a enxertia definitiva. Deve ser aplicada preferencialmente nos
ramos dos verticilos superiores, que normalmente sdo mais vigorosos. E importante
que haja compatibilidade de didmetro entre ramo e propagulo. E possivel enxertar
em todos os ramos do verticilo e em mais de um verticilo por planta. Geralmente a
coleta dos propagulos ocorre entre 6 a 8 meses com brotagdes atingindo entre 15 a

20 cm. Considerando que cada brotacdo tem potencial para fornecer de 5 a 8
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enxertos aos seis meses da enxertia, essa técnica apresenta vantagem em relagao
ao aproveitamento de area, quando comparada a outras técnicas de multiplicacao
de matrizes.

Embora as técnicas propostas contribuam para a multiplicacdo de gendtipos
selecionados, sao laboriosas. A utilizacao de jardim clonal de araucaria poderia ser
uma alternativa para o fornecimento de borbulhas em larga escala.

A avaliacéo de jardim clonal em campo para produgédo de estacas ja foi
abordada por Wendling et al., (2016, 2017a), no entanto, ndo ha detalhes em
relacdo a producdo de borbulhas. E preciso conhecer mais a respeito da
instalacdo, manejo, capacidade de brotacdo das plantas e, principalmente, a
influéncia da dominancia apical sobre crescimento dos brotos. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de produgdo de
brotacdes/borbulhas e a influéncia da dominancia apical em um jardim clonal a

campo, com matrizes selecionadas de araucaria.
5.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado em um jardim clonal de araucaria com
aproximadamente trés anos, localizado na Fazenda Experimental da Universidade
Federal do Parana, no municipio de Pinhais/PR (25° 23’ 26” S e 49° 07’ 447; altitude
996 m).

O jardim clonal foi montado a partir de plantas enxertadas. Os porta-enxertos
foram produzidos a partir de sementes e tinham em média dois anos no momento
da enxertia. Os propagulos foram obtidos de duas matrizes selecionadas para
producéo de pinhdes, uma Multiflora, que também produz pinhdes nas grimpas e a
Kaiova, cujos pinhdes geralmente sdo maiores do que aqueles encontrados no
mercado. A técnica de enxertia empregada foi a borbulhia de placa, como
recomendado por Wendling et al. (2017 b).

As plantas foram enviadas para o campo com aproximadamente 1,4 metro
de altura e com brotagbes dos enxertos em torno de 15 cm.

A instalagao do jardim clonal ocorreu em novembro de 2014. Iniciou com a
abertura das covas com dimensdes de 50x50x50 cm, alinhadas e com
espacamento de 2x2. Na terra retirada da cova foram misturados adubo e calcario

e em seguida devolvida para cova, conforme Zanette (2014). O plantio s6 ocorreu
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dois meses depois, momento em que foi realizado o coroamento ao redor das
plantas. A area do jardim clonal foi rogada periodicamente, sempre que verificada a
necessidade.

Foram selecionadas 24 plantas de duas matrizes (12 da Kaiova e 12 da
Multiflora). Em margo de 2017 foi realizada a poda destas plantas a 10 cm acima
da area enxertada para a indugéo das brotacoes.

Ao iniciarem as brotagbes foram realizadas medi¢des a cada 30 dias por um
periodo de seis meses. Foram avaliados numero, altura e didmetro das brotagdes.
O didametro s6 foi medido quando as brotagdes apresentavam altura maior que 10
cm. Foi calculado o incremento mensal das brotagdes por matriz.

Para verificar a intensidade da dominancia apical foi utilizada a correlagcao
entre a quantidade e altura média das brotacdes. Também foi feito a separagéo
mensal por classe de alturas das brotagcbes para verificar o efeito ao longo do
tempo.

No final do experimento, apds seis meses da poda, foi calculada a produgéo
de borbulhas. Com base em trabalhos de enxertia da espécie, foi considerado que
um segmento de 2 cm de propagulo tem potencial para se confeccionar trés
enxertos. Neste calculo ndo foi descontada a regido de inser¢céo da ramificacéo,
uma vez que nao foram identificadas as brotagdes com ramificagao.

Foram calculadas as estatisticas descritivas para os dados obtidos.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observadas brotagdes em todas as plantas ja a partir do segundo
més da realizagédo da poda (FIGURA 5.1).

A poda liberou a planta da dominéancia apical, resultando em brotagbes ao
longo do caule. A. angustifolia. O crescimento da gema apical inibe o
desenvolvimento das gemas laterais (axilares). Esse fenbmeno fisiolégico
conhecido como dominancia apical € regulado pela auxina, horménio vegetal
geralmente produzido no meristema apical das plantas. A remocdo do apice
caulinar por meio da decapitagdo, em geral resulta no desenvolvimento de uma ou
mais gemas/brotacbes laterais que estavam dominadas pelo meristema apical
(TAIZ; ZEIGER, 2013).
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FIGURA 5.1 — NUMERO DE BROTAGCOES POR PLANTA ENXERTADA DE Araucaria angustifolia.
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No caso da A. angustifolia foi observada média de 3,6 e 5,1 brotagdes por
planta para matriz Kaiova e Multiflora, respectivamente, aos dois meses apds a
remocéao do apice caulinar (FIGURA 5.1).

Com a liberagéo da planta do efeito da dominancia apical houve estimulo
continuo para o desenvolvimento das gemas laterais, conforme demonstrado pelo
incremento mensal (FIGURA 5.1), resultando grande variagdo na quantidade de
brotacdes por matriz (TABELA 5.1).

TABELA 5.1 — ALTURA, DIAMETRO E NUMERO DE BROTACOES DAS DUAS MATRIZES DE
Araucaria angustifolia AOS 6 MESES.

KAIOVA MULTIFLORA
Max Méd Min E.P Max Méd Min E.P
Numero de Brotagdes por planta 13,00 80 4,0 0,8 16,0 8,7 2,0 0,9
Altura da Brotagéo do enxerto (cm) 84,0 14,8 0,5 2,2 730 231 05 2,0
Diametro da Brotagdo (mm) 289 199 110 0,9 25,0 16,5 10,1 0,4
Max= maximo; Med= médio; Min= minimo; E.P= erro padrao

VARIAVEIS

As plantas da matriz multiflora apresentaram numero de brotagdes superior
em relacdo a Kaiova, com médias 8,7 e 8 por planta, totalizando no final de seis
meses 104 e 96 brotagdes, respectivamente.

Na matriz Kaiova foi possivel observar de 4 a 13 brotagdes por planta. A
altura destas brotagdes variou entre 0,5 e 84,0 cm. Ja nas plantas da matriz

Multiflora foi observada de 2 a 16 brotagdes por planta e altura variando entre 0,5 e
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73,0 cm (TABELA 5.1). Apesar da variacao, na FIGURA 5.3 é possivel observar um

incremento continuo, mesmo durante a estacgao fria.

FIGURA 5.3 — ALTURA MENSAL MEDIA DAS BROTAGOES DUAS VARIEDADES DE Araucaria
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Os resultados coincidem com as observacgdes realizadas por Solérzano-Filho
(2001), que constatou um crescimento ininterrupto e simultaneo, durante todo o
ano em A. angustifolia. Porém, a taxa de crescimento vegetativo foi reduzida na
estacao fria.

Independente da matriz, todas as brotacbes tiveram morfologia de tronco
(FIGURA 5.2).

Em Araucariaceas os dois unicos meristemas normalmente capazes de
produzir brotagées com crescimento ortotropico estdo presentes na gema terminal
e nas gemas dormentes ou polos meristematicos distribuidos ao longo do tronco
principal (NIKLES, 1964). Portanto, somente propagulos destas origens sao
indicados para propagacao vegetativa da araucaria (WENDLING et al., 2017), o
que reflete na escassez de brotagcbes com aptiddo para enxertia ou estaquia,
limitando o uso intensivo destas técnicas e condicionando a aplicacdo para
producdo de mudas da espécie (CONSTANTINO e ZANETTE, 2015). Isto torna os
resultados obtidos neste trabalho particularmente interessantes, pois além da
quantidade de brotagbes, todas apresentaram morfologia de tronco, contornando a

dificuldade de obtencéo deste tipo de propagulo.
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FIGURA 5.2- INDUGAO DE BROTAGOES EM PLANTAS ENXERTADAS DE A. angustifolia: (A)
BROTAGOES AOS 2 MESES; (B) AOS 3 MESES; (C) AOS 4 MESES; (D) AOS 6
MESES; (E) DOMINANCIA APICAL. BARRA = 5 cm.

Conforme TABELA 5.2, com avaliagdes no outono e inverno, periodo em
que a araucaria tem crescimento mais lento, ndo foi possivel identificar efeito
expressivo da dominancia apical até os seis meses de acompanhamento do
experimento.

Da mesma forma que a quantidade e altura das brotagbes, o diametro
também apresentou uma expressiva variagdo ficando entre 11 e 28,9 mm para
matriz Kaiova e entre 10,1 e 25,0 mm para variedade Multiflora (TABELA 5.1), com

médias de 19,9 e 16,5 mm, respectivamente, na ultima avaliagdo aos seis meses.
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TABELA 52 — NUMERO DE BROTAGOES EM PLANTAS ENXERTADAS NAS DIFERENTES

CLASSES.
CLASSE NUMERO DE BROTAGCOES
Mai Jun Jul Ago Set Out Total Geral

0-10 91 110 79 102 99 107 588
10-20 3 11 44 44 14 11 127
20-30 2 9 16 34 12 73
30-40 1 2 4 17 11 35
40-50 8 17 25
50-60 2 17 19
60-70 9 9
70-80 3 3

Nas condi¢bes deste experimento, com a poda realizada no inicio de marg¢o
e avaliagdo no decorrer do outono e inverno, para regido de Curitiba, foram
encontradas brotacdes ortotrépicas de até 84 cm de comprimento e 28,9 mm de
diametro, aos seis meses ap0s a poda. Brotagdes com estas caracteristicas estao
aptas para fornecimento de borbulhas viaveis para enxertia da araucaria.

Tendo em vista o vigor, as dimensdes e também a presenca de ramificacéo
em grande parte das brotagdes aos seis meses, seria possivel reduzir o prazo da
colheita dos propagulos, sem que ocorresse prejuizo no processo de enxertia. Na
verdade é preferivel que a colheita dos brotos aconteca antes que inicie a
ramificacédo, pois assim, além de ganhar tempo, evita-se ter que eliminar a regiao
de insergédo dos ramos, que ndo € usada na enxertia. Embora as brotagbes ainda
apresentem espessura avantajada, também podem ser aproveitadas para
confecgao de estacas.

Com a quantidade total de brotacbes e o comprimento de cada uma, foi
possivel criar um cenario sobre o potencial de produgéo de propagulos. Com as
brotacbes da matriz Kaiova seria possivel obter aproximadamente 1792
propagulos. Cabe ressaltar que nao foram descontadas a regido de insercéo dos
ramos. No entanto, nas brota¢gdes com ramificagdo é recomendado fazer o corte a
pelo menos 2 cm abaixo e acima do verticilo, descartando-o, pois material obtido
desta regidao pode originar brotagbes com caracteristicas de ramos. Com as
brotacbes da matriz Multiflora seria possivel obter mais 3271 propagulos,

totalizando 5063 ou média de 211 propagulos por planta (FIGURA 5.4).
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FIGURA 5.4 - POTENCIAL DE PRODUGAO DE BORBULHAS POR PLANTA.
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A correlagdo (r = - 0,47) entre a quantidade e altura das brotagdes, indica

competicdo moderada entre brotagdes, refletindo no crescimento em altura. De um
modo geral, nas plantas com brotacao intensa nao foi verificado efeito expressivo
da dominéncia apical até os seis meses (FIGURA 5.2 D). Estas brotacdes
geralmente iniciaram na mesma altura na regido de corte, portanto tiveram a
mesma oportunidade de crescimento (FIGURA 5.2 A e C). Sempre que as
brotacdes iniciaram mais distantes da regido de corte, elas sofreram algum
impedimento de crescimento por parte das brota¢des superiores. Na FIGURA 5.2-E
€ possivel verificar um acentuado efeito da dominancia apical. De acordo com Taiz
e Zeiger (2013), a dominancia apical refere-se ao controle que a gema terminal
exerce sobre a brotacdo de gemas laterais presentes no caule e o seu crescimento.
Nesse sentido, pode-se concluir que a brotagdo mais alta é a responsavel pela
formacao da nova copa, seu meristema apical € o principal sintetizador de auxina,
resultando na dominancia da brotagao menor.

Os resultados obtidos mostram viabilidade da inducdo de brotacbes em

plantas enxertadas de araucaria em jardim clonal a campo.

54 CONCLUSAO

e Apoda é uma alternativa para a producao de propagulos ortotrépicos em

jardim clonal.
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e A quantidade de brotagdes, bem como o crescimento em altura e didmetro,
evidencia alta capacidade de producéo de propagulos em um jardim clonal a
campo.

e Até os seis meses o efeito da dominancia apical é pouco significativo em

brota¢des originadas da poda de araucarias enxertadas.
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